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I. Antecedentes 
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I.1. Hormona folículo estimulante: características, rol 
biológico, uso como biofármaco, forma recombinante y 
mercado biotecnológico. 
 
I.1.1. Características generales de la hormona folículo 
estimulante 
La hormona folículo estimulante (FSH) es esencial para el control de las 
funciones reproductivas. En la mujer, estimula el desarrollo y reclutamiento 
ovárico, la proliferación de las células de la granulosa y la producción de 
hormonas esteroideas como el estradiol. En el hombre la FSH estimula la 
proliferación de las células de Sertoli y controla la espermatogénesis. Además, 
aumenta el número de receptores de hormona luteinizante (LH), hormona que 
trabaja en conjunto con la FSH para las funciones reproductivas, en las células de 
la granulosa y en las de Sertoli. 
La FSH pertenece a la familia de hormonas glicoprotéicas pituitarias (HGP) 
donde además de la FSH también se encuentran: la LH, la hormona estimulante 
de tiroides (TSH) y la gonadotrofina coriónica (hCG). Todas estas hormonas son 
heterodímeros conformados por dos cadenas polipetídicas, una alfa y una beta 
(Lapthorn et al., 1994; Parsons, Strickland, & Pierce, 1985; Pierce & Parsons, 
1981; Wu et al., 1994). La subunidad alfa es común a todas ellas ya que es 
codificada por un único gen que se encuentra en el cromosoma 6 (6q14.3) 
(Goodwin et al., 1983; Stewart et al., 1987), mientras que la subunidad beta es 
específica de cada una, y en el caso de la hFSH esta codificada en el cromosoma 
11 (11p13). Al asociarse y formar el heterodímero la subunidad beta adquiere una 
configuración espacial única que permite una interacción de muy alta afinidad con 
su receptor. La FSH está compuesta por una subunidad alfa de 92 aminoácidos y 
una subunidad beta de 111 aminoácidos. Cada subunidad posee numerosos 
puentes disulfuro intracatenarios que estabilizan la estructura terciaria del 
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polipéptido (Figura I-1). Las dos subunidades se asocian estrechamente de una 
manera no covalente en un arreglo cabeza-cola, formando una estructura 
elongada y ligeramente curva muy similar al de la hCG (Figura I-2). 
 
Cadena α (92aa): 
APDVQDCPEC  TLQENPFFSQ  PGAPILQCMG  CCFSRAYPTP   40 
LRSKKTMLVQ  KNVTSESTCC  VAKSYNRVTV  MGGFKVENHT  80 
ACHCSTCYYH  KS       92 
Cadena β (111aa): 
NSCELTNITIAIEKEECRFC  ISINTTWCAG  YCYTRDLVYK  40 
DPARPKIQKT  CTFKELVYET  VRVPGCAHHA  DSLYTYPVAT      80 
QCHCGKCDSD  STDCTVRGLG  PSYCSFGEMK  E              111 
 
Figura I-1. Secuencia de aminoácidos de ambas cadenas polipeptídicas de la FSH. En 
colores se muestran los puentes disulfuro, siendo las cisteínas del mismo color la que conforman 
un mismo puente. En la subunidad alfa los puentes disulfuro son entre los aminoácidos: 7-31, 10-
60, 28-82, 32-84, 59-87, mientras que en la subunidad beta los puentes son entre los aminoácidos: 
3-51, 17-66, 20-104, 28-82, 32-84, 87-94. 
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Figura I-2. Representación de listones de la hormona folículo estimulante humana 
(hFSH) resaltando las áreas de interés. En magenta, áreas con conocida importancia biológica 
estructuralmente diferente a la hCG; en azul, áreas con importancia biológica sin diferencia 
conformacional con la hCG; en amarillo, áreas con diferencia conformacional entre la hFSH y la 
hCG sin relevancia biológica conocida. Los residuos conocidos con importancia en la unión de la 
hFSH con su receptor son: Lys51 del loop αL2, Ser85, Thr86, Tyr88, y Tyr89 del extremo carboxi-
terminal de la subunidad α (azul) y Asp93 (rojo) en el loop beta carboxi-terminal. Los residuos que 
forman el parche hidrofóbico se muestran en verde Todas las áreas de interés, excepto el parche 
hidrofóbico, están localizadas en la superficie cóncava de la molécula (Fox, Dias, & Roey, 2001).  
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Una vez traducida la hormona se dirige a los gránulos de secreción donde 
espera por el estímulo de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) para 
ser secretada. Su mecanismo de acción es a través de su unión a receptor y 
acople a proteína Gs lo que desencadena una cascada de transducción de señales 
que concluye con la activación de la adenilatociclasa a través de la vía de la 
proteína quinasa A (Milgrom et al., 1997; Simoni & Gromoll, 1997). Esto termina 
generando un aumento citosólico del AMP cíclico, que es el metabolito efector. 
Entre otras características la FSH, es una proteína de aproximadamente 40 
kDa de peso molecular con una cantidad notable de isoformas que se deben a las 
modificaciones post y co-traduccionales, principalmente a las que se dan en los 4 
sitios de glicosilación dados por la secuencia consenso Asn-X-Ser, donde X es 
cualquier aminoácido excepto prolina (Hirschberg & Snider, 1987). Dos de estos 
sitios se encuentran en la cadena alfa (Asn52 y Asn78) y otros dos en la cadena 
beta (Asn7 y Asn24) (Rathnam & Saxena, 1975). Después de la glicosilación 
inicial en el retículo endoplasmático (RE) las cadenas glicosiladas sufren un 
modelado en el Golgi por manosidasas y galactosidasas, ampliando el abanico de 
isoformas. Esta heterogeneidad de isoformas determina una potencia biológica 
variable (Kelch, & Beitins, 1988; Wolfe, Stumpf, & Hejl, 1992). Hasta la fecha se 
han descripto más de 20 isoformas (Stanton et al., 1992) para la FSH. Las hay 
más acídicas (con mayor contenido de ácido siálico y por ende menor punto 
isoeléctrico) y menos acídicas (menor contenido de ácido siálico y mayor pI) 
(D’Antonio et al., 1999). Tanto la antenaridad de los glicanos como el contenido 
de ácido siálico presente en cada isoforma definen características esenciales de la 
hormona como son: su plegamiento durante la síntesis, la unión a su receptor, su 
vida media plasmática y la transducción de señales. Todos estos parámetros 
repercuten directamente en la potencia biológica de la hormona (Chappel, Ulloa-
Aguirre, & Coutifaris, 1983). 
Estudios donde se han llevado a cabo la desglicosilación de la FSH han 
probado que la hormona desglicosilada se convierte en un antagonista de su 
I-6 
 
versión glicosilada, ya que sigue teniendo unión a su receptor, pero es 
completamente incapaz de llevar a cabo la cascada de señalización intracelular. 
 
I.1.2. Rol biológico 
Como se dijo anteriormente la hormona folículo estimulante, que es 
secretada por las células gonadotropas en la glándula pituitaria anterior, tiene 
como rol biológico principalmente el crecimiento y maduración folicular y 
proliferación de las células de la granulosa y síntesis de estradiol en la mujer 
(Gharib et al., 1990; Simoni & Nieschlag, 1995), mientras que en el hombre 
controla la espermatogénesis. 
En el caso de la mujer, estos efectos son mediados por la unión de la FSH a 
su receptor (FSHR) (Figura I-3) el cual está acoplado a proteína G que se expresa 
sólo en las células de la granulosa (Simoni, Gromoll, & Nieschlag, 1997). La 
interacción entre las hormonas glicoprotéicas y sus correspondientes receptores 
es altamente selectiva, por lo que casi no se encuentran casos reportados de 
reactividad cruzada (Themmen & Huhtaniemi, 2000). El dominio extracelular de 
FSHR es el responsable de la alta especificidad y afinidad con su hormona (orden 
subnanomolar de constante de disociación, Kd), mientras que el dominio 
transmembrana es el responsable de la activación del receptor, su dimerización y 
la posterior transducción de señales mediada por proteína G (Figura I-4). 
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Figura I-3. Receptor de la hormona folículo estimulante (FSHR). En negro se muestran 
los sitios de fosforilación para su desensibilización. Los aminoácidos que se encuentran dentro de 
cuadrados son idénticos tanto en FSHR como en LHR, mientras que aquellos dentro de círculos 
son diferentes en ambos receptores (Ascoli, 1996). 
 
 
Figura I-4. Modelo de activación de FSHR por su ligando, FSH. En celeste se representa 
la FSH remarcando los loops de unión al receptor (loop αL1 y loop αL3). En rosa se representa el 
dominio extracelular de FSHR; y en línea punteada el dominio transmembrana (Fan & 
Hendrickson, 2005). 
 
Por otro lado, la función ovárica es influenciada por las células luteínicas de 
la granulosa que sintetizan la globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG, de 
sus siglas en inglés), que es la principal proteína de transporte de las hormonas 
esteroides a las células blanco y además regula la biodisponibilidad de las mismas 
(Forges et al., 2004; Misao et al., 1997). Finalmente, la aromatasa de la 
superfamilia del citocromo P450 (CYP19), también expresada en las células de la 
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granulosa como así también en el cuerpo lúteo (Simpson et al., 1994), participa 
catalizando de manera irreversible el andrógeno a estrógeno (Figura I-5). El 
folículo primordial se nutre entonces de la producción de las células granulosas 
(Figura I-6) que lo rodean para llegar al estadio de folículo de Graaf, el cual 
seguirá madurando hasta la ovulación. 
 
Figura I-5. Síntesis de esteroides en la mujer. El compuesto inicial es la pregnenolona que 
puede ser metabolizado por dos rutas diferentes, la Δ4 y la Δ5. El CYP19 es exclusivo de las 
células intersticiales y de la teca, donde los productos finales son testosterona y androstediona, 
que ingresan a las células de la granulosa. En dichas células, los andrógenos son transformados 
en estrógenos por la aromatasa (CYP19), cuya expresión es estimulada por la FSH. Adaptado de 
Leao & Esteves, 2014. 
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Figura I-6. Región cortical del ovario. En la imagen se muestra la relación íntima entre los 
ovocitos y las células de la granulosa que a través de la producción de estradiol (por estímulo de la 
FSH) intervienen en el crecimiento del folículo (Geneser, 2000). 
 
En el caso del hombre la situación es bastante similar, actuando la FSH 
sobre las células de Sertoli, manteniendo así una espermatogénesis 
cualitativamente y cuantitativamente normal (Nieschlag et al., 1999; Plant & 
Marshall, 2001). Los túbulos seminíferos secretan la proteína fijadora de 
andrógenos (ABP, de su sigla en inglés) que cumple la misma función que la 
SHBG en la mujer (Joseph, 1994). 
 
I.1.3. FSH recombinante humana (rhFSH) 
La hormona folículo estimulante en conjunto con la gonadotrofina coriónica 
humana es utilizada como fármaco para los desórdenes reproductivos como por 
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ejemplo la infertilidad anovulatoria. Tradicionalmente las formulaciones de hFSH 
provenían de la orina de mujeres post-menopáusicas, mientras que la hCG de la 
orina de mujeres embarazadas. En 1995 surge la primera preparación de hFSH 
recombinante (rhFSH) de uso clínico, el Gonal-F (Serono) seguida al año siguiente 
por el Puregon (N.V. Organon). Por su menor riesgo de transmitir enfermedades y 
más fácil estandarización es que la hormona recombinante ha ganado la mayor 
porción del mercado. 
En principio la producción de una glicoproteína presenta particulares 
desafíos como la necesidad de modificaciones post-traduccionales en la estructura 
proteica y el correcto plegado de las dos subunidades que son traducidas por 
genes separados. Además, la expresión por separado de las subunidades puede 
alterar su patrón de glicosilación. Es por esto que en general se opta por co-
expresar ambas subunidades en una misma célula huésped, análogo a la 
expresión de las cadenas livianas y pesadas de las inmunoglobulinas (Keene et 
al., 1989). 
Existen numerosas líneas celulares para la expresión de glicoproteínas: 
fibroblastos, células Vero, células de riñón de hámster bebé (BHK) y las células de 
ovario de hámster chino (CHO). Los criterios usados en la selección de la línea 
celular fueron la posibilidad de transfección con ADN heterólogo, las 
características de crecimiento, los patrones de glicosilación observados con otras 
proteínas recombinantes y las condiciones de seguridad vinculadas con las líneas 
de células de mamíferos. Con respecto a todas estas características las células 
CHO resultaron las más prometedoras. La línea CHO-K1 usada para la expresión 
de rhFSH deriva de un sub-clon de la línea parental CHO, iniciado a partir de un 
ovario de un hámster adulto chino por Puck en 1957. Esta línea es fácilmente 
transfectada y puede crecer a gran escala. Además, tienen la capacidad de usar 
varios promotores fuertes para la expresión de un gen foráneo, y tiene un patrón 
de glicosilación (Figura I-7) muy similar a la FSH pituitaria (Walsh & Murphy, 
1999). 
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Figura I-7. Patrón de glicosilación de la FSH en la línea CHO-K1. Las glicosilaciones se 
muestran en círculos celestes, mientras que en listones se muestra la estructura proteica de la 
hormona. También se resaltan los sitios a unión al receptor que se encuentran en la parte cóncava 
de la hormona (Leao & Esteves, 2014). 
 
La producción de la hormona folículo estimulante humana (hFSH) por 
tecnología de ADN recombinante permite su producción independientemente de la 
colección de orina y garantiza una alta disponibilidad de una FSH altamente pura y 
una preparación libre de proteínas contaminantes. El proceso de purificación 
permite un producto con una actividad específica de 9.000-17.000 IU FSH/mg de 
proteína. 
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Hoy en día, ya hay varios fármacos basados en FSH con aprobación tanto en 
los Estados Unidos como en la Unión Europea para el tratamiento de fertilidad 
Tabla I-1). 
 
Tabla I-1. Biofármacos basados en rhFSH aprobados en Estados Unidos y en la Unión 
Europea (UE). Adaptado de Walsh, 2014. 
 
A diferencia de la hFSH recombinante (rhFSH), se ha reportado que la hFSH 
urinaria (uFSH) puede producir reacciones adversas a nivel sistémico o local 
(Albano et al., 1996; Redfearn et al., 1995). 
Como la uhFSH es juntada de las orinas de mujeres post-menopáusicas, y 
cada muestra biológica es diferente, es esperable gran variabilidad entre lote y lote 
originando una gran variación en la respuesta clínica.  
Hormona folículo estimulante Compañía Año de aprobación 
Bemfola (folitropina α), biosimilar de rhFSH 
producido en células CHO 
Ovaleap (folitropina α), biosimilar de rhFSH 
producido en células CHO 
Elonva (corifolitropina α), rhFSH modificada 
producida en células CHO 
Fertavid (folitropina β), rhFSH producida en 
células CHO. Actividad idéntica a Puregon 
Pergoveris (folitropina α/lutropina α), 
combinación de rhFSH y rhLH, ambas producidas 
en células CHO 
Follistim (folitropina β), rhFSH producida en 
células CHO 
Puregon (folitropina β), rhFSH producida en 
células CHO 
Gonal F (folitropina α), rhFSH producida en 
células CHO 
Finox Biotech’s (Liechtenstein)                            
                                                                    
Teva Pharma (Países bajos) 
                                                                  
Merck Sharp Dome (Reino Unido) 
                                                                 
Merck Sharp Dome (Reino Unido)                  
                                                       
Merck Serono (Reino Unido) 
                                                        
 
Merck (Estados Unidos) 
 
                                                                                                                                                                                                                   
N.V. Organon (Países bajos)    
                                                                                       
Merck Serono (Reino Unido); EMD 
Serono (Estados Unidos) 
2014 (UE) 
                             
2013 (UE) 
                                   
2010 (UE) 
                             
2009 (UE) 
                             
2007 (UE) 
 
 
1997 (US) 
       
1996 (UE) 
 
 
1995(UE),           
1997 (US) 
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Otra ventaja del producto recombinante por sobre el urinario es la posibilidad 
de futuros desarrollos y mejoras sobre el mismo. Como ejemplo está el biofármaco 
Elonva (Tabla I-1) 
producido por Merck, en donde un péptido del extremo carboxilo terminal de 
la hCG es fusionado a la cadena beta de la rhFSH. Esta modificación alarga la 
vida media plasmática del biofármaco, lo que hace que en vez de administrarse de 
manera diaria se pueda administrar semanalmente. 
El perfil de isoformas varía en relación al sexo, a la edad (Wide, 1985) y al 
estadío del ciclo femenino. Las isoformas más básicas se producen a la mitad del 
ciclo y las menos básicas en la fase folicular o lútea (Wide & Bakos, 1993). Esto 
hace que a futuro este la oportunidad de personalizar el tratamiento para que la 
dosis a aplicar se ajuste más al perfil de isoformas fisiológicas según el estadío del 
ciclo femenino con el objetivo de aumentar la eficiencia del tratamiento. 
La composición de las glicoformas de la FSH repercute directamente en su 
farmacocinética y consecuentemente en su potencia biológica. Matikainen 
(Matikainen et al., 1998) comparó los perfiles de isoformas por isoelectroenfoque 
y encontró que la rFSH contiene mayor proporción de las isoformas más básicas 
con respecto a la uFSH (de Leeuw et al., 1996). Un análisis de carbohidratos 
reveló que las isoformas con menor pI contienen mayor cantidad de ácido siálico y 
cadenas de carbohidratos más ramificadas que aquellas isoformas con mayor pI. 
Las isoformas más básicas muestran una unión al receptor y una potencia 
intrínseca in-vitro mayor, siendo de 2 a 3 veces superior con respecto a las 
isoformas más ácidas. En contraposición, las isoformas de menor pI tienen una 
potencia biológica 20 veces mayor con respecto a las isoformas más básicas. Esta 
mayor actividad in-vivo se fundamenta por una mayor absorción, un menor 
clearance y una vida media plasmática mayor. Basándose en estos datos uno 
esperaría que la uFSH que contiene mayor proporción de isoformas con menor pI, 
tenga mayor potencia biológica in-vivo debido a su mayor biodisponibilidad con 
respecto a la rFSH. Sin embargo, estudios clínicos prospectivos aleatorios de 
fertilización in vitro (IVF) demostraron una superioridad terapéutica de la rhFSH, 
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donde se evidenció mayor número significativo de ovocitos maduros, de 
embriones de alta calidad y de mayor tasa de embarazos usando menor cantidad 
de ampollas en un periodo de tiempo menor con respecto a la uFSH (Bergh et al., 
1997; Out te al., 1995; Racowsky et al., 2005;Out et al., 1996). 
Una posible explicación de estos hechos podría ser la similitud de los perfiles 
de isoformas de las preparaciones farmacológicas (de uFSH o rFSH) con respecto 
a la distribución endógena en la mujer en estado fértil. La distribución de las 
isoformas de rFSH varía entre un pI de 5,69-3,21 con un pico en 4,55, perfil similar 
a la FSH natural de mujeres en edad fértil (Ulloa-Aguirre et al., 1988). Mientras 
que el perfil de las preparaciones de FSH urinaria es diferente al de la mujer en 
edad fértil ya que proviene de mujeres post-menopaúsicas. Esta discrepancia 
puede ser la explicación de por qué se obtienen mejores resultados con la rFSH 
que con la uFSH. 
Hoy en día, hay dos preparaciones comerciales de gonadotropina: la 
folitropina α y la folitropina β. Ambas preparaciones son sintetizadas por la misma 
tecnología de ADN recombinante, resultando en un dímero idéntico de 
subunidades α y β, pero que difieren en su glicosilación y en el proceso de 
purificación. Del análisis de carbohidratos se desprende que la folitropina-α es 
ligeramente más acídica que la folitropina-β, y consecuentemente difieren en su 
clearance metabólico, su vida media plasmática y su actividad biológica (de 
Leeuw et al., 1996; Galway et al., 1990). Estudios retrospectivos de IVF en 
protocolos con hiperestimulación ovárica controlada (COH), en los cuales a las 
pacientes se les había administrado o sólo folitropina α o sólo folitropina β (sin el 
agregado de hLH, conjuntamente con la aplicación de FSH) demostraron una 
mayor tasa de embarazo en aquellas pacientes a las que se les había 
administrado folitropina α (Orvieto et al., 2009). Esto podría deberse al aumento 
de estradiol al usar folitropina β, lo que repercute negativamente en la tasa de 
embarazo (Bu et al., 2015; Vaughan et al., 2016). 
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I.1.4. Tratamientos por técnicas de reproducción asistida 
Por definición se considera infertilidad a la imposibilidad de una pareja de 
concebir un hijo en un periodo de 12 meses sin uso anticonceptivo alguno 
(Isaksson & Tiitinen, 2004). La FSH es usada desde hace décadas para combatir 
esta condición en diferentes tratamientos de fertilidad. Su primera extracción fue 
de glándulas pituitarias humanas (The Practice Committee of the American 
Society for Reproductive Medicine, Birmingham, 2008). La extracción tanto de 
FSH, como de otras hormonas a través de glándulas pituitarias de personas 
difuntas conllevó varios problemas de seguridad y sanidad. Por lo que, se 
reemplazó dicha práctica por el empleo de las hormonas a partir de orina de 
mujeres post-menopáusicas. En 1960 surge como agente terapéutico la 
gonadotropina menopáusica humana (hMG), la cual contenía tanto FSH como LH. 
En 1983 se logró una FSH purificada, sin la presencia de LH, pero con muy baja 
pureza. Debido a la baja pureza, los tratamientos por técnicas de reproducción 
asistida (ART) tenían una baja eficacia y muchas reacciones adversas. En 1988 se 
expresó por primera vez la FSH en células CHO buscando de esta manera tener 
un producto consistente entre lote y lote y de una mayor pureza. Esto llevó a que 
en 1997 naciera el primer bebé por en un tratamiento de fertilización in vitro 
usando rhFSH (19 años más tarde que el primer bebé nacido por IVF). En 
contraparte de su mayor eficacia demostrada con respecto a la uFSH, a su mayor 
consistencia entre lote y a sus condiciones de bioseguridad, su costo en los 
tratamientos de reproducción asistida es muy elevados. Los altos costos de las 
proteínas recombinantes terapéuticas y la expiración sus patentes llevaron a un 
nuevo hito en esta historia de la hormona folículo estimulante como agente 
terapéutico, y es la aparición de los compuestos biosimilares (Figura I-8). 
Un biosimilar es aquella droga biológica producida por tecnología de ADN 
recombinante similar al compuesto biológico original (el cual pasa a ser llamado 
compuesto biológico originario). En el 2014 fueron aprobados los dos primeros 
biosimilares para rhFSH (Ovaleap y Bemfola). 
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1960
1978
1988
1983
1995
1997
1992
2014
FSH urinaria FSH recombinante
Primera expresión de FSH 
humana en células CHO
FSH recombinante
Compuesto menopáusico 
humano (hMG)
Primer nacimiento con IVF
FSH urinaria purificada
uFSH altamente purificada
Primer nacimiento 
con IVF usando rFSH
Aprobación del primer 
biosimilar para FSH
 
Figura I-8. Hitos de la producción de diferentes agentes terapéuticos en base a la FSH 
(Santi & Simoni, 2014). 
 
Generalmente las dosis diarias de FSH son de 150 a 225 IU, las cuales son 
ajustadas en base a los niveles plasmáticos de estradiol y a la respuesta ovárica, 
la que es monitoreada por ultrasonido. La maduración ovárica se considera 
alcanzada cuando el folículo dominante alcanza los 18 mm de diámetro y los 
niveles de estradiol traspasan cierto umbral, establecido por el tipo de tratamiento. 
En cuanto a la respuesta folicular la misma cuenta con una gran variabilidad entre 
individuos. Se han propuesto diferentes marcadores para evaluarla como los 
niveles de FSH, la edad del paciente, polimorfismos genéticos en el receptor de 
FSH, etc., sin embargo, no se ha logrado encontrar un marcador adecuado. 
Hoy en día, los tratamientos ART se usan para parejas infértiles de diferente 
índole: infertilidad por factor cervical, falla en la inducción de ovulación, 
endometriosis, patología del túbulo unilateral y hasta infertilidad idiopática 
(Hamberger et al., 1998; Hull et al., 1985). 
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Los tratamientos principales son la IVF y la inyección espermática 
intracitoplasmática (ICSI). Sin embargo, hay tratamientos previos a estas 
opciones, dependiendo también de la edad de los pacientes (Figura I-9. 
Tratamientos para parejas con infertilidad idiopática. Adaptado de Isaksson & 
Tiitinen, 2004.: tratamiento con citrato de clomifeno, uso de gonadotrofinas para la 
inducción de la ovulación, e inseminación intrauterina (IUI) sola o en combinación 
con la inducción de la ovulación. 
Edad de la mujer
< 30 años 30-35 años 35-39 años > 39 años
Manejo de las 
ansias; tratamiento 
psicológico
No embarazo
No embarazo
Citrato de 
clomifeno; 3 ciclos
hMG/FSH + IUI; 
máx. 6 ciclos
No embarazo
ICSI
IVF, máx.6 ciclos
No embarazo
 
Figura I-9. Tratamientos para parejas con infertilidad idiopática. Adaptado de Isaksson 
& Tiitinen, 2004. 
 
El tratamiento con clomifeno puede ser una primera opción para la inducción 
de la ovulación debido a su bajo costo y su fácil administración, pero su uso se vio 
restringido con la llegada de las gonadotropinas. Si bien sus efectos secundarios 
son relativamente bajos (Hughes et al., 2000), su administración imprudente 
puede llevar a un embarazo múltiple. Sin embargo, el aumento en la tasa de 
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embarazo por ciclo no suele ser mayor al 5% (Guzick et al., 1998; Hughes et al., 
2000). 
La inseminación intrauterina consta de una preparación previa del semen 
mediante un gradiente de Percoll. Se introduce un catéter a través del canal 
cervical y se expele una alícuota de la suspensión espermática dentro de la 
cavidad uterina (Nuojua-huttunen et al., 1999). Con esta técnica se suelen 
sobrellevar los problemas de fertilidad debido al mucus cervical y algunos defectos 
en la función y motilidad del esperma.  
En cuanto al tratamiento con gonadotropinas para la inducción de la 
ovulación se recomienda en principio arrancar con dosis bajas (50-75 IU), e ir 
ajustando la dosis según la respuesta ovárica. Como se mencionó anteriormente 
tanto la respuesta ovárica como el número y tamaño de los folículos se determina 
por seguimiento por ultrasonido y estradiol sérico. Sin embargo, tanto el uso de 
gonadotropinas como de IUI tienen una tendencia mayor a embarazos múltiple 
con respecto a IVF. Esto es debido a que el rango terapéutico de las 
gonadotropinas es muy estrecho; la diferencia entre una dosis para un crecimiento 
folicular adecuado y aquella que genera una hiperestimulación es muy pequeña. 
En cuanto a la IVF la misma consta de varios pasos. El primero de ellos es 
suprimir los niveles de LH. Esto se puede lograr mediante diferentes protocolos los 
cuales se pueden clasificar en dos grupos: a) con agonistas de la hormona 
liberadora de gonadotropinas (GnRH) y b) con antagonistas de GnRH. Este último 
grupo actúa bloqueando los receptores para esta hormona, impidiendo que actúe 
y que de esta manera se produzca la liberación pulsátil de LH y FSH. En cambio, 
el grupo de agonistas actúa estimulando continuamente, lo que inicialmente 
provoca un aumento de ambas hormonas, pero que finalmente termina por 
desensibilizar y agotar las reservas de la glándula pituitaria. Dentro de estos dos 
grandes grupos, hay muchos tipos de protocolos diferentes (protocolos largos, 
cortos, ultracortos, protocolos de una dosis, de múltiples dosis, etc.). Al suprimir 
los niveles de LH se retrasa la ovulación para permitir la obtención de más de un 
ovocito maduro. Además, esta supresión de las hormonas endógenas permite un 
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ajuste externo más preciso con los biofármacos y un control de la COH. A pesar 
de esta supresión, en muchos casos lo que queda de LH endógeno alcanza para 
un crecimiento folicular adecuado, ya que sólo se necesita una pequeña cantidad 
de testosterona (producida en las células de la teca por el estímulo de LH) para un 
desarrollo folicular óptimo. De hecho solo se necesita que el 1% de los receptores 
de LH estén ocupados para una adecuada esteroidogénesis (Loumaye et al., 
1997). En aquellos casos que la LH endógena se encuentre por debajo de 1,1 IU/L 
se recomienda el suministro de un biofármaco para suplementar. 
Una vez alcanzada una supresión óptima se aplican dosis diarias de FSH 
para el reclutamiento de múltiples folículos. La maduración final se completa con la 
administración de hCG. Después de 34 a 36 horas se extraen los folículos por 
aspiración con una aguja, guiada por ecografía transvaginal. Los ovocitos se 
colocan en un medio de cultivo específico y se dejan incubando hasta su 
inseminación 
Si el esperma del padre/donante cumple con los estándares adecuados 
entonces se transfieren de 50000 a 100000 espermatozoides al recipiente donde 
se encuentran los ovocitos para ser fecundados. A esto se lo conoce como 
inseminación estándar. 
Ahora bien, cuando los parámetros espermáticos son anormales se utiliza la 
inyección espermática intracitoplasmática (ICSI). Para realizar esta técnica se 
necesita un microscopio altamente poderoso, donde se selecciona un solo 
esperma mediante micro agujas y se inyecta directamente en el citoplasma del 
ovocito. Se fecundan los ovocitos de mayor calidad y se confirma la fecundación 
por la visualización de 2 pronúcleos.  
Una vez obtenido los embriones de buena calidad estos son colocados en un 
catéter y se los implanta en la cavidad uterina. 
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I.1.5. rhFSH en el mercado biofarmacéutico 
La FSH pertenece al grupo de glicoproteínas farmacéuticas. De los 10 
biofármacos con mayor cantidad de ventas, 5 de ellos son glicoproteínas. Aunque 
las glicoproteínas con mayor cantidad de ventas son anticuerpos monoclonales 
(mAbs) usados para el tratamiento de cáncer (Avastin, Rituxan, Herceptin y 
Neulasta) o para el tratamiento de artritis reumatoidea (Enbrel, Remicade y 
Humira) la rhFSH ocupa un lugar de privilegio, estando entre los 50 biofármacos 
con más ventas, habiendo cerrado el año 2013 con 1295 millones de dólares 
(GONAL-F: US$ 814 millones; Puregon: US$ 481 millones) (La Meire, 2015). 
En los últimos años surgieron numerosos biosimilares y productos con 
mínimas diferencias introducidas con respecto al producto original (me-too) con el 
principal objetivo de reducir sus costos y lograr así mayor competitividad. El 2007 
fue un año de alto crecimiento de los biosimilares en el mercado farmacéutico, y 
pasaron la barrera de los 1000 millones de dólares por primera vez, y se estimó 
que con la expiración de patentes para el año 2016 las ventas de este grupo iban 
a alcanzar los 33000 millones de dólares. Si bien en el periodo del 2006-10 sólo 
14 de los 58 (28%) biofármacos aprobados eran biosimilares, en el siguiente 
periodo (2010-14) el 40% de los biofármacos aprobados fueron biosimilares 
(Walsh, 2010, 2014). 
 
I.2. Purificación de proteínas 
Un alto porcentaje del costo total de producción de una proteína 
recombinante corresponde a su purificación (Lowe, Lowe, & Gupta, 2001). En 
particular, la rhFSH, cuya vía de administración es intravenosa o subcutánea debe 
tener un grado de pureza superior al 99%, por lo que su purificación resulta el 
paso crítico de su proceso de producción a escala industrial. 
Una vez concentrada y clarificada la muestra proveniente del biorreactor, la 
misma es purificada a través de pasos cromatográficos. Los pasos 
cromatográficos pueden ser principalmente de intercambio iónico (IEC), de 
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interacción hidrofóbica (HIC), de exclusión molecular (SEC), y de afinidad (AC). El 
proceso culmina con una etapa de purificación fina, donde se eliminan trazas de 
impurezas que hubieran quedado, virus y contaminantes, permitiendo así, un 
producto seguro cuya actividad se mantenga conservada a lo largo del proceso. 
En esta etapa se utiliza normalmente cromatografía de exclusión por tamaño 
(SEC) o cromatografía en fase reversa (RPC). Las técnicas utilizadas se 
caracterizan por ser de alta resolución y recuperación (Desai et al., 2000). Como 
último paso suele agregarse una etapa de filtración viral. 
Un factor muy importante a tener en cuenta es el orden de los pasos 
cromatográficos. A priori uno podría pensar que el orden de las cromatografías no 
debería afectar el resultado final. En términos de pureza y rendimiento eso es 
cierto, pero no en cuanto a costos. Si por ejemplo se usa una cromatografía de 
exclusión molecular con bajo grado de entrecruzamiento, para tener alta 
resolución la misma será a expensas de sembrar un volumen reducido 
(generalmente entre el 10-20% del volumen de columna), por lo que suele usarse 
como último paso, una vez que la muestra ya está concentrada y se tiene un 
volumen de muestra reducido. Si se usase al principio de la purificación implicaría 
un gran aumento del volumen de columna con un excesivo gasto en matriz 
cromatáfica y grandes dificultades en el escalado o se necesitaría dividir la 
muestra en alícuotas y hacer numerosas siembras aumentando el tiempo del 
proceso. Lo mismo se aplica para una cromatografía de afinidad, donde sí se 
usase como primer paso cromatográfico probablemente resultaría en un altísimo 
factor de purificación. Sin embargo, el alto costo de los ligandos para este tipo de 
cromatografías (especialmente los mAbs) hace prohibitivo el uso de columnas 
grandes lo que implica nuevamente una serie de inyecciones de muestra en una 
columna de menor tamaño. Es por esto que la AC también se aplica luego de 
eliminar contaminantes mayoritarios utilizando métodos más económicos. 
Asimismo, los pasos cromatográficos se ordenan de manera tal de evitar 
acondicionamientos de muestra entre los mismos, por ejemplo en caso de haber 
una IEC y una HIC como pasos cromatográficos, van acoplados, ya que la 
condición de elución de una es la de adsorción de la otra, y viceversa. 
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Con el objetivo de reducir el costo de la etapa de purificación, y por ende del 
total del proceso, se buscan desarrollar nuevas metodologías integrativas. Las 
mismas buscan reducir el número de etapas, lo que implica una reducción en los 
tiempos del proceso y un aumento en el rendimiento del proceso. Centrandonos 
en los eventos cromatográficos, el desarrollo de procesos integrativos se enfoca 
en la cromatografía de afindiad (AC). 
 
I.2.1. Cromatografía de afinidad (AC) 
Cada paso de purificación conlleva una reducción en el rendimiento. Lo que 
implica que mientras más cantidad de pasos cromatográficos agreguemos, menor 
será el rendimiento total del proceso (Figura I-10). La cromatografía de afinidad, se 
basa en el reconocimiento molecular entre una molécula blanco (adsorbato) y un 
ligando unido a un soporte (adsorbente). Este reconocimiento puede deberse a 
una suma de diferentes tipos de interacciones (interacciones electrostáticas, 
fuerzas de van der Waals, puentes de hidrógeno, etc). La AC se considera una 
tecnología integrativa ya que permite la combinación de los pasos de 
recuperación, concentración y purificación fina (Behizad & Curling, 2000).  
En algunos casos a las proteínas recombinantes se les incorpora una 
secuencia conocida en forma de etiqueta que permite no sólo funcionar como 
marcador de expresión o facilitar la detección de la proteína recombinante sino 
también cumplir con el rol de hacer más sencilla su purificación por cromatografía 
de afinidad. Las etiquetas más utilizadas son la GST (glutatión-S-transferasa) y la 
cola de 6xHis. 
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Rendimiento total versus número de etapas cromatográficas
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Figura I-10. Implicancia del número de pasos cromatográficos en el rendimiento total 
del proceso. Los rendimientos de cada paso cromatográfico en cada caso son: a) 95%; b) 90%; c) 
80%; d) 70%; e) 60% 
 
Los ligandos utilizados en las AC se clasifican en dos grandes grupos por la 
naturaleza: específicos, cuando sólo se unen a un adsorbato determinado; o 
generales, cuando reconocen a una familia de adsorbatos. Los ligandos generales 
son más económicos y pueden utilizarse con un amplio grupo de analitos, siempre 
y cuando no estén presentes más de uno de ellos en la muestra a purificar, o 
puedan eluirse diferencialemente. 
 
Para que estos ligandos sean empleados en una AC deben presentar ciertas 
características. En cuanto a la afinidad, la constante de disociación (Kd) debe ser 
por lo menos 10 veces menor que la concentración del adsorbato de interés en la 
muestra a purificar, ya que al ser la unión entre el ligando y el adsorbato una 
reacción de segundo orden, esto asegura que el equilibrio esté desplazado hacia 
la formación del complejo ligando-adsorbato. Si bien la afinidad tiene que ser alta 
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para que la unión con el adsorbato sea máxima, la misma no puede ser 
demasiado fuerte ya que se necesitaría una elución drástica, que puede alterar la 
estructura y/o actividad de la muestra purificada. Por todo esto se desea que la Kd 
se encuentre entre 10-5 y 10-8 M 
 
I.2.2. Cromatografía de inmunoafinidad 
Una de las AC más empleada a nivel industrial es la cromatografía de 
inmunoafinidad. En esta cromatografía el ligando es un anticuerpo monoclonal 
(mAb) con afinidad por el adsorbato a purificar. La elevada afinidad y especificidad 
de esta cromatografía la hacen una herramienta integrativa y capaz de purificar 
proteína en muy baja concentración a partir de una muestra compleja, con un alto 
rendimiento. Como contrapunto, las matrices con anticuerpos inmovilizados son 
frágiles y muy costosas. El tamaño molecular del ligando requiere matrices de bajo 
grado de entrecruzamiento para evitar impedimento estérico. Por lo que presentan 
baja resistencia mecánica. La producción de anticuerpos monoclonales a través 
de cultivos celulares de hibridomas y su posterior purificación conlleva un proceso 
largo y costoso, que encarece la purificación. Como las condiciones de elución 
deben de ser drásticas, debido a la alta afindiad, esto puede acarrear ciertos 
problemas. Entre ellos se puede mencionar la perdida de actividad del producto, el 
desprendimiento de moléculas de mAb desde la matriz (leaching) y perdida de 
estabilidad del ligando. En cuanto al leaching, el mAb desprendido puede 
contaminar el producto final, lo que puede desencadenar reacciones de 
inmunogenicidad en el caso de productos biofarmaceúticos con aplicación clínica. 
Esto dificulta la aprobación de protocolos de purificación basados en anticuerpos 
como ligandos para la producción de biofármacos a escala industrial (Tozzi & 
Giraudi, 2006). 
Lo mismo ocurre con la mayoría de los ligandos biológicos, principalmente 
los proteicos como la proteína A y proteína G utilizadas en la purificación de 
anticuerpos y las lectinas aplicadas en la purificación de glicoproteínas. Estos son 
más difíciles de inmovilizar, pueden unirse a la matriz a través de diferentes 
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residuos, siendo difícil orientar el ligando y frecuentemente generan adsorbentes 
costosos que no resisten las condiciones de elución del producto. Además, 
pueden introducir contaminantes al producto tales como virus endógenos o 
adventicios, componentes celulares y porciones proteicas del mismo ligando por 
su forma de producción (Behizad & Curling, 2000).  
 
I.2.3. Cromatografía de afinidad con colorantes inmovilizados 
En esta cromaotgrafía se utilizan como ligandos colorantes compuestos por 
esqueletos triazínicos sustituidos por sistemas de anillos poliaromáticos. Estos 
colorantes son los mismos que se utilizan en la industria textil y son de bajo costo. 
Este grupo de ligandos entran dentro de la cromatografía de pseudoafinidad, 
siendo su selectividad y afinidad menor a ligando como los mAbs. Al poseer un 
sistema de anillos poliaromaticos, entre ellos heterociclos, pueden mimetizar 
sustratos como los ácidos nucléicos, nucleótidos, coenzimas y vitaminas (Roque 
& Lowe, 2007). 
Gracias a la alta estabilidad química, dada por su sistema de anillos 
poliaromáticos, las matrices con dichos ligandos inmovilizados pueden ser 
esterilizadas y regeneradas. Sin embargo, bajo determinadas condiciones pueden 
desprenderse de la matriz contaminando el producto (Tozzi & Giraudi, 2006). 
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Figura I-11. Cibacron Blue 3DG inmovilizado en blue sepharosa comercial. Se usa, por 
ejemplo, en la purificación de albumina y de algunas enzimas deshidrogenasas NAD+ y NADP+ 
dependientes. 
 
I.2.4. Cromatografía de afinidad con iones metálicos 
inmovilizados (IMAC) 
IMAC explota la capacidad de interacción que exhiben los grupos funcionales 
de algunos aminoácidos (His, Cys y Trp) en la superficie de las proteínas con los 
iones metálicos (Porath et al., 1975). Los ligandos más utilizados en IMAC son 
iones metálicos de transición de la primera serie como Ni(II), Zn(II), Cu(II), Co(II); 
quelados al ácido iminodiacético (IDA) o al nitrilotriacético (NTA) (Gaberc-Porekar 
& Menart, 2001). Las proteínas se unen específicamente a los sitios de 
coordinación de los iones metálicos. La afinidad de una proteína en IMAC recae 
fuertemente en el ion metálico que toma parte en la unión de coordinación. La 
afinidad dada por los iones metálicos tiene el siguiente orden: 
Cu(II)>Ni(II)>Zn(II)≥Co(II) (Horváth & Nagydiósi, 1975). 
La especificidad de esta técnica no es muy alta ya que depende de la 
cantidad de aminoácidos capaces de formar uniones coordinadas con el metal que 
haya en la superficie de la proteína blanco en comparación con las proteínas 
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contaminantes. La aplicación más conocida es la purificación de proteínas de 
fusión con colas de histidina, la cual es generalmente eliminada una vez purificada 
dicha proteína, por métodos químicos o enzimáticos (Hochuli, 1988). Esto lleva a 
la necesidad de agregar un sitio de clivaje eficiente para su remoción, en la 
medida en que se requiera clivar el tag para mantener la actividad biológica del 
producto lo cual es un inconveniente a escala industrial ya que se incorpora un 
paso extra de purificación para separar la etiqueta clivada del producto (Linhult, 
Gulich, & Hober, 2005). 
En algunas condiciones cromatográficas el metal puede desprenderse de la 
columna co-eluyendo con la proteína de interés. En el caso de que el producto sea 
un biofármaco, el metal puede generar reacciones de hipersensibilidad. Debido a 
su bajo tamaño molecular en comparación con el biofármaco, este puede ser 
fácilmente eliminado por SEC (Nielsen et al., 1999). 
 
I.2.5. Cromatografía de afinidad con ligandos peptídicos  
Los péptidos pequeños, u oligopéptidos, compuestos por menos de 20 
aminoácidos son física y químicamente mucho más estables como ligandos que 
los anticuerpos ya que no necesitan de una estructura terciaria determinada para 
mantener su capacidad de unión. Pueden ser sintetizados utilizando técnicas 
químicas o biológicas. La ventaja de la síntesis química radica en que pueden 
utilizarse diferentes técnicas para aumentar la estabilidad del lignado, como lo son 
los D-péptidos, los péptidos retroinversos y los péptidos cíclicos. La síntesis 
química puede realizarse bajo condiciones de buenas prácticas de manufactura 
(GMP) de forma aséptica, con una experiencia de más de medio siglo en su 
síntesis (Huang & Carbonell, 1999). Se puede obtener una alta densidad de 
ligando en las matrices disponibles comercialmente hoy en dia. Algo no menor ya 
que es una caracterísitca que repercute económicamente en el proceso 
(Sommerfeld & Strube, 2005). 
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Las matrices son más robustas durante la elución y la regeneración que las 
matrices de afinidad con ligandos proteicos, siendo excepcional el leaching. En 
dichos casos, los péptidos pueden ser removidos del producto de interés en la 
etapa de purificación fina. Debido al menor tamaño molecular de los ligandos 
peptídicos en comparación con los ligandos proteicos, las matrices utilizadas 
pueden tener mayor grado de entrecruzamiento y, por ende, son de mayor 
estabilidad física. Además, los péptidos muestran un bajo nivel de toxicidad 
comparados con los colorantes y los metales de transición (Behizad & Curling, 
2000; Huang & Carbonell, 1999). 
Los péptidos ya han mostrado ser ligandos útiles para la purificación de 
proteínas por afinidad: se inmovilizaron hormonas peptídicas naturales o sustratos 
peptídicos para obtener matrices de afinidad y con ellas se han purificado 
receptores y enzimas (Iannucci et al., 2005; Camperi et al. 2010).  
Para encontrar péptidos con adecuada afinidad y selectividad se han 
desarrollada bibliotecas combinatorias, lo que permite testear de manera empírica 
miles a millones de compuestos frente a la proteína de interés en una etapa de 
screening. En la bibliografía se describen varios métodos de purificación de 
proteínas que utilizan péptidos inmovilizados, seleccionados a partir del screening 
de bibliotecas peptídicas. Por ejemplo, en la patente WO2000/14117 (Buettner & 
Davis, 2000), utilizaron el péptido Trp-His-Tyr-Tyr-His-Gly, His-Ile-Gln-His-Tyr-His, 
o HisGln-Tyr-Gly-Tyr-His para purificar el Factor VIII humano. Asimismo, Huang, y 
Carbonell (Huang & Carbonell, 1995), purificaron la proteína S con el péptido 
TryAsn-Phe-Glu-Val-Leu inmovilizado. Yu et al. (Yu, Dong, & Sun, 2004) 
purificaron insulina en un solo paso por cromatografía de afinidad con el 
heptapéptido His-Trp-Trp-Trp-ProAla-Ser inmovilizado. 
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Figura I-12. Ejemplo de proteínas purificadas por cromatografía de afinidad a péptidos 
como ligandos (Camperi et al. 2010) 
 
I.3. Síntesis de péptidos en fase sólida 
La síntesis de péptidos en fase sólida fue introducida por Bruce Merrifield, y 
consiste en acoplar la cadena aminoácidica sobre un soporte sólido (Merrifield, 
1963) lo que permite ir incorporando secuencialmete cada aminoácido y filtrar y 
lavar el exceso de reactivos y los co-produictos en cada paso de síntesis. Por este 
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desarrollo Merrifield recibió el Premio Nobel de Química, ya que este nuevo 
enfoque permitió superar las dificultades para sintetizar y purificar péptidos de 
mayor tamaño, que era técnicamente imposible con las técnicas de síntesis en 
solución disponibles en la época. El polímero a usar como soporte sólido debe ser 
insoluble en todos solventes involucrados en la síntesis y ser estable físicamente 
para soportar las presiones de filtración. Su porosidad debe ser tal que permita el 
acceso de los reactivos a toda la estructura polimérica. Además, debe de tener 
algún grupo funcional para poder acoplar covalentemente los aminoácidos al 
polímero. 
Luego del desarrollo de la síntesis en fase sólida, aparecieron las anclas o 
linker. Las mismas le dan versatilidad a la síntesis, ya que son estructuras 
bifuncionales que se unen al soporte sólido, y dejan expuesto un grupo funcional 
para poder unirse a los aminoácidos, permitiendo una liberación más sencilla del 
péptido (Maclean et al., 2000).  
Los aminoácidos deben estar protegidos en su extremo amino, y en su 
cadena lateral en caso de ser necesario para evitar reacciones secundarias. Se 
utiliza un esquema de síntesis ortogonal, donde las condiciones de desprotección 
de los grupos protectores del extremo amino terminal son diferentes de las 
condiciones para desproteger las cadenas laterales de los aminoácidos (Esquema 
I-1). Para la protección del extremo amino terminal se puede usar el grupo tert-
butiloxicarbonilo (Boc) que es lábil a ácidos, o el grupo 9-fluorenilmetoxicarbonilo 
(Fmoc) que es lábil a bases (Carpino & Han, 1972). De acá se desprenden dos 
métodos diferentes de síntesis: la química del Fmoc la química del Boc. 
Una vez incorporado el aminoácido N-protegido al péptido naciente se 
elimina el grupo protector del extremo amino para luego poder incorporar el 
siguiente aminoácido N-protegido de manera de formar una unión peptídica entre 
el carboxilo del aminoácido entrante con el extremo amino del péptido inmovilizado 
en la resina. Para clivar el grupo Boc es necesario usar ácido trifluoroacético 
(TFA), mientras que para eliminar el grupo Fmoc se necesitan condiciones básicas 
suaves que se logran con piperidina. El uso de TFA en cada paso de 
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desprotección puede generar reacciones colaterales catalizadas por ácidos como 
así también alterar uniones sensibles a ácidos, por eso en general se prefiere la 
química Fmoc. El clivaje final de los grupos protectores de las cadenas laterales y 
del péptido del soporte sólido se lleva a cabo generalmente usando ácidos fuertes 
como son el ácido fluorhídrico (HF) o el ácido trifluorometanosulfónico (TFMSA) en 
el caso de la química Boc y TFA en el caso de la química Fmoc (Figura 
I-13Esquema I-1). Esto va a depender del linker utilizado. La química Boc necesita 
un equipamiento especial por la utilización del HF, lo que limita su uso a 
laboratorios especializados en síntesis química. 
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Esquema I-1. Esquema de síntesis de péptidos en fase sólida  
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Figura I-13. Estrategias de clivaje de los grupos protectores en la síntesis en fase 
sólida. Comparación entre la química Boc y la Fmoc (Novabiochem, 2010). 
 
El acople de los aminoácidos Nα-protegidos involucra una activación in situ 
del grupo carboxilo del aminoácido entrante o el uso de derivados de aminoácidos 
activados preformados. Para que la reacción sea completa se agrega un exceso 
de reactivo del doble al quíntuple con respecto a la funcionalización de la resina. 
Este exceso depende de la naturaleza de la especie activada y del volumen 
muerto del recipiente donde se lleva a cabo la reacción. Además, para acelerar la 
velocidad de reacción se trabaja con el menor volumen de solvente necesario para 
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la disolución de los reactivos a la mayor concentración posible. Para activar el 
grupo carboxilo del aminoácido in situ se usan reactivos tales como: 
hexafluorofosfato de tetrametilfluoroformamidinio (TFFH), benzotriazol-1-
yloxytripirrolidinofosfonio (PyBOP), hexafluorofosfato de (7-Azabenzotriazol-1-
yloxy)tripirrolidinofosfonio, (PyAOP), 1-hidroxibenzotriazol (HOBt), 1-hidroxi-7-
azabenzotriazol (HOAt), tetrafluoroborato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N′,N′-
tetrametiluronio (TBTU) y hexafluorofosfato de O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-
N,N,N',N'-tetrametiluronio (HATU). La función de estos reactivos es la de activar 
un grupo ácido formando un éster reactivo estable que disminuya la energía de 
activación necesaria para el acople. Luego, por ataque nucleofílico del éster por 
parte del grupo amino libre se genera una nueva unión peptídica con el 
aminoácido entrante. El orden de eficiencia de acople según el reactivo utilizado 
es el siguiente: HOBT/DCI < HBTU≈TBTU≈PyBOP < HATU ≈PyAOP. 
 
 
Figura I-14. Reactivos usados en la activación in situ de los aminoácidos. 
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I.4. Síntesis de bibliotecas combinatorias peptídicas 
Las bibliotecas combinatorias peptídicas permiten la evaluación de miles de 
péptidos en simultáneo. Esta propiedad es aprovechada por una creciente 
demanda de la industria farmaceúticas y biotecnológica para el uso y desarrollo de 
nuevos péptidos bioactivos y vacunas (Adhya, Merril, & Biswas, 2014; Aghebati-
Maleki et al., 2016; Ahmed et al., , 2010). 
 
I.4.1. Síntesis de bibliotecas combinatorias peptídicas 
Las bibliotecas combinatorias peptídicas pueden ser construidas sobre 
sistemas biológicos -como fagos- y aquellas obtenidas directamente por síntesis 
química. En las bibliotecas peptídicas biológicas se expresan péptidos al azar 
sobre la superficie de bacteriófagos, metodología conocida como phage display. 
Esta tecnología es muy utilizada para identificar y aislar ligandos peptídicos con 
afinidad por biomoléculas (Smith, 1985; Scott & Smith, 1990). Se basa en la 
construcción de bibliotecas en las que péptidos cortos de entre 5 a 15 
aminoácidos son dispuestos en la superficie de los bacteriófagos fusionados a una 
de las proteínas de la cápside viral. Existen en la bibliografía numerosos casos de 
selección de ligandos de afinidad exitosos realizados en bibliotecas de fagos. Por 
otro lado, en las bibliotecas peptídicas sintéticas, se sintetizan químicamente 
péptidos al azar sobre bolillas de un polímero soporte. Dentro de las diferentes 
estrategias de construcción de bibliotecas peptídicas en fase sólida, el método 
más conveniente es el denominado dividir-acoplar-recombinar (DAR o DCR en 
inglés) también conocido como ―Split synthesis‖ o ―portioning-mixing. (Furka et al., 
1991; Houghten et al., 1991; Lam et al., 1991). Las bibliotecas sintéticas tienen 
como ventaja adicional la posibilidad de incorporar otros elementos estructurales 
además de los L-aminoácidos, lo que les da una ventaja sobre las bibliotecas 
combinatorias biológicas. 
 
I-36 
 
I.4.2. Bibliotecas biológicas peptídicas en fagos 
El campo de lo que hoy en día llamamos phage display se desarrolló gracias 
al descubrimiento de que una secuencia de ADN foránea codificante para un 
péptido, puede ser insertada en medio del gen III (codificante para la proteína de 
capside viral) de un bacteriófago filamentoso, para formar una proteína de fusión 
(Smith, 1985). Esta inserción no altera el ensamblado o infectividad del fago, y 
como resultado se obtiene la expresión de la proteína de capside viral-péptido, 
incorporándose a la estructura normal del fago. La diversidad de la biblioteca 
peptídica se da a nivel del ADN, donde se insertan construcciones de nucleótidos 
degenerados. Las mayorías de las bibliotecas usan el constructo NNK, donde N= 
A, C, G o T, y K= G o T. Esta combinación de nucleótidos producen los 20 
aminoácidos naturales y minimíza la aparición de codones stop (Krumpe et al., 
2007). Usualmente, estas bibliotecas tienen un tamaño de 108-1011 péptidos 
diferentes, donde cada fago tiene una única entidad peptídica. Las bibliotecas se 
pueden llevar a cabo tanto en fagos filamentosos como líticos (Figura I-15). Las 
bibliotecas de fagos son incubadas contra una proteína blanco (que suele estar 
inmovilizada a un soporte sólido). Se realizan lavados para obtener sólo aquellos 
fagos que se hayan unido a la proteína y se los amplifica en E. coli. El ADN de los 
fagos es secuenciado para deducir así la secuencia aminoacídica del péptido. El 
péptido es sobreexpresado en unvector adecuado para obtenerlo en gran cantidad 
(Parmley & Smith, 1989). Es una técnica rápida y flexible. Sin embargo, se ha 
visto que es frecuente seleccionar falsos positivos. A su vez, el screening de este 
tipo de biblioteca es muy costoso y consume mucho tiempo y los péptidos muchas 
veces sólo funcionan cuando son una parte integral de la proteína de superficie del 
fago y no cuando son inmovilizados a una matriz cromatográfica (Lowe et al., 
2001). 
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Figura I-15. Estructuras del fago filamentosos y lítico. A) Representación del fago 
filamentoso fd. Los péptidos random se muestran fusionados al extremo amino terminal de la 
proteína pIII. B) Represetnación del fago lítico T7. La cabeza del fago T7 esta compuesta por las 
proteínas 10A y 10B en un arreglo de unidades de hexámero o pentámero. Adaptado de (Gray & 
Brown, 2014). 
 
I.4.3. Método dividir-acoplar-recombinar (DAR) 
Este método es una modificación simple del método de síntesis en fase 
sólida que desarrolló Merrifield que ha mostrado ser el más conveniente para la 
síntesis de bibliotecas combinatorias peptídicas (Furka et al., 1991; Houghten et 
al., 1991; Lam et al., 1991). Se basa en: (i) dividir la resina (soporte sólido) en 
tantas porciones iguales como aminoácidos se utilicen en la construcción de la 
biblioteca, (ii) acoplar en cada porción un aminoácido diferente y finalmente (iii) 
mezclar todas las porciones en un mismo reactor (Figura I-16). Esta metodología 
asegura que todos los representantes de la biblioteca estén presentes en igual 
proporción en la forma de ―una bolilla, un compuesto‖, OBOC y que en cada bolilla 
de resina haya una única entidad peptídica.  
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Figura I-16. Esquema de síntesis de biblioteca combinatorio por el método DAR. 1) Se 
divide la resina en tantas porciones como diferentes aminoácidos haya en la biblioteca; 2) Se 
acopla un aminoácido a cada porción de resina; 3) Se recombinan todas las porciones. Se repiten 
estos pasos para cada posición variable de la biblioteca (Martínez-Ceron et al., 2016) 
 
La cantidad de aminoácidos diferentes a usar en la parte combinatoria de la 
secuencia peptídica y el largo de esta secuencia (número de ciclos de DAR) 
definirán el número de combinaciones, el cual es igual a la cantidad de entidades 
peptídicas sintetizadas en una biblioteca dada. Se calcula según la siguiente 
formula (1.1): 
Ecuación I-1:        (1:1) 
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Donde N es el número combinatorio, M es el número de aminoácidos usados 
para la síntesis de la parte combinatoria, y η es el número de ciclos DAR o el largo 
de la parte variable. 
En este método cada bolilla tendrá anclados entre 100-200 picomoles de una 
estructura única dependiendo del grado de funcionalización de la resina utilizada. 
Una ventaja de este método con respecto a las bibliotecas sintetizadas en fagos 
es que se pueden usar aminoácidos poco usuales u otros compuestos químicos 
para la construcción de los ligandos, aumentando el espectro de ligandos que 
puedan interactuar con las proteínas. El número de secuencias peptídicas en una 
biblioteca está determinado por el número de ciclos de síntesis que se realizan y el 
número de monómeros usados para sintetizar los ligandos. Por ejemplo, si se 
utilizan los 20 aminoácidos proteinogénicos en cada ciclo y se sintetiza una 
biblioteca de hexapéptidos, se obtendrá una biblioteca de 206 o 64.000.000 de 
péptidos diferentes. Este tipo de bibliotecas se han implementado para deducir la 
especificidad de sustratos por una enzima determinada (Rossé et al., 2000), en el 
diseño de ligandos con usos farmacológicos y analíticos (Aina et al., 2007), 
además de agentes de captura de proteínas para purificación o detección de las 
mismas a partir de mezclas complejas (Huang & Carbonell, 1995). 
Los péptidos que conforman las bibliotecas combinatorias obtenidas por el 
método DAR pueden tener todas sus posiciones variables o tener posiciones fijas 
comunes a todos los integrantes de la biblioteca si se conoce con anterioridad que 
algún aminoácido es vital la interacción con la proteína blanco. Al aumentar el 
número de posiciones variables de los péptidos de la biblioteca aumenta su 
diversidad y por ende la probabilidad de encontrar ligandos con afinidad por la 
proteína de interés. Sin embargo, la síntesis de biblioteca presenta una limitación 
tecnológica. La cantidad de bolillas de resina tiene que ser suficiente para que 
estén presentes todos los representantes de la biblioteca. Como el proceso de 
dividir no es exacto, por razones estadísticas, es necesario tener como mínimo 10 
bolillas por cada péptido a sintetizar (Furka, 1995). En general, las resinas 
utilizadas para esta metodología tienen aproximadamente un millón de bolillas por 
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gramo de resina. Para realizar una biblioteca con cuatro posiciones variables 
utilizando los 20 aminoácidos naturales, se necesitan 204 x 10 bolillas 
(aproximadamente 1,6 g de resina). A medida que se desee aumentar el número 
de posiciones variables, aumenta exponencialmente la masa de resina necesaria. 
Es decir, si son 6 las posiciones variables, se necesitarán 206 bolillas, equivalente 
a 640 gramos de resina. Esto eleva considerablemente el costo de la síntesis y 
dificulta el screening. En general, se trabaja con hasta 5 gramos de resina, 
disminuyendo el número de posiciones variables o el número de aminoácidos a 
usar en cada posición. 
Es común usar un brazo espaciador de unos pocos aminoácidos, con 
posiciones fijas, para que la parte variable se encuentre más expusta para la 
interacción con la proteína blanco durante el screening. Algunos autores sugieren 
agregar en éste brazo espaciador un residuo de Arg, ya que por su carga positiva 
se facilita la posterior identificación del péptido de cada bolilla seleccionada 
durante screening por espectrometría de masas. Sin embargo, la carga positiva en 
todos los péptidos de la biblioteca puede favorecer la selección de ligandos poco 
selectivos. 
El screening de la biblioteca consiste en poner a interaccionar una pequeña 
cantidad de la proteína blanco con la biblioteca e identificar las bolillas que hayan 
adsorbido la proteína y que por lo tanto contienen a los péptidos que presentan 
afinidad. La identificación de las bolillas que contienen estos péptidos con afinidad 
por la proteína blanco puede hacerse por inmunoafinidad (con anticuerpos 
primarios y secundarios apropiados) o marcando la proteína con una enzima, por 
ejemplo peroxidasa, un colorante fluorescente u otro tipo de etiqueta, como ser 
biotina (Chen et al., 1996; Kodadek & Bachhawat-Sikder, 2006). Las bolillas que 
interactúan con la proteína marcada, una vez identificadas, se aíslan para 
determinar la secuencia del péptido. El marcaje de las proteínas blanco es sencillo 
ya que actualmente se comercializan las etiquetas activadas con éster reactivos 
que permiten su fácil unión a grupos aminos de la proteína blanco. Tanto la biotina 
como los colorantes fluorescentes son moléculas de bajo peso molecular por lo 
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que, luego de la reacción de acoplamiento de la etiqueta, la proteína blanco 
marcada puede separarse de manera sencilla de los reactivos y de la etiqueta libre 
por medio de SEC o diafiltración. Este proceso es menos costoso que el que 
utiliza enzimas para marcar proteínas. Una ventaja adicional de los colorantes 
fluorescentes es que permite automatizar el proceso de screening utilizando el 
equipo denominado Complex Object Parametric Analyzer and Sorter (COPAS) 
BIO-BEAD flowsorting, el cual es un citómetro de flujo capaz de analizar y 
seleccionar objetos de entre 120-300 µm a una alta tasa (mayor a 50 objetos por 
segundo), basándose en la caracterización física de tamaño, densidad e 
intensidad de fluorescencia. Una vez aisladas las bolillas se procede a la 
secuenciación del péptido que éstas contienen, lo cual puede realizarse por 
microsecuenciación por degradación de Edman o secuenciación por técnicas de 
espectrometría de masas. 
 
I.5. Análisis estructural de los péptidos aislados 
Una vez seleccionados los péptidos positivos provenientes de los screenings, 
los mismos deben de ser secuenciados para poder ser resintetizados para nuevas 
pruebas. El método tradicional de secuenciación para péptidos es la 
microsecuenciación por degradación de Edman. Sin embargo, hoy en día es 
también posible secuenciar por espectrometría de masas. 
 
I.5.1. Microsecuenciación por degradación de Edman 
Este método permite el análisis de péptidos en muy poca cantidad, 
compatible con la cantidad de péptidos expresados en una bolilla de resina 
(picomoles). Como la secuenciación se realiza desde el extremo amino, tanto los 
péptidos libres como aquellos anclados a la resina pueden ser secuenciados, lo 
que permite un monitoreo de la síntesis. 
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La técnica consiste en el marcaje del aminoácido N-terminal mediante el uso 
de fenilisotiocianato (PITC) (Edman, 1950). Se libera por hidrólisis ácida el 
derivado de feniltiohidantoina (PTH). El derivado de PTH es analizado por HPLC, 
comparando con estándares para todos los derivados de PTH de los diferentes 
aminoácidos. Se repite el proceso para el siguiente aminoácido y así 
sucesivamente hasta elucidar toda la secuencia del péptido (Figura I-17). Las 
principales desventajas son: que es necesario disponer de los estándares de 
todos los derivados feniltiohidantoína de los aminoácidos, que es una técnica 
costosa y laboriosa (Tabla I-2) y que el tiempo de secuenciación, dependiendo el 
tamaño de la proteína, puede demorar desde varios días hasta semanas. Además, 
es un requisito que el N-terminal se encuentre libre, lo que imposibilita la 
secuenciación de péptidos acetilados o de péptidos cíclicos. Por último está 
técnica es sólo aplicable a péptidos no mayores a 20 aminoácidos por la 
acumulación de productos secundarios que pueden alterar el proceso de 
identificación (Grant, Crankshaw, & Gorka, 1997) y sólo puede aplicarse a 
péptidos compuestos por L-aminoácido (Liu, Enstrom, & Lam, 2003). 
 
Figura I-17. Esquema de la microsecuenciación por degradación de Edman. El PITC 
reacciona con el aminoácido del extremo amino terminal, que luego por una escisión ácida da 
como producto PTH y el péptido a secuenciar con un aminoácido menos (Chicano, 2011). 
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Tabla I-2. Reactivos y fungibles utilizados para la microsecuenciación de Edman y 
para la secuenciación por MALDI MS (Marani, 2009). 
 
I.5.2. Espectrometría de masa (MS) 
La espectrometría de masas (MS) permite el análisis de iones de 
compuestos tanto orgánicos como inorgánicos en fase gaseosa, por su relación 
masa/carga (m/z) con el objeto de determinar la estructura química, el peso 
molecular y la formula molecular. Dependiendo el tipo de equipamiento la muestra 
puede ser sólida o liquída, y dentro del equipo los analitos se volatilizan y ionizan 
para poder ser analizados en base a su m/z. 
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Las partes fundamentales que son el corazón de la técnica y además brindan 
versatilidad a la misma son el sistema de ionización y el analizador. El último 
siempre debe encontrarse en alto vacío, mientras que el sistema de ionización 
puede estar en alto vacío o a presión atmosférica. 
Existen diferentes tipos de sistemas de ionización, que nos permitirán tener 
el analito cargado (ya sea negativa o positivamente) para su posterior análisis en 
base a su relación m/z: impacto electrónico (EI), ionización química (CI), ionización 
por plasma (PI), ionización por campo (FI), desorción por campo (FD),desorción 
por plasma (PD), desorción por luz (LD), bombardeo de átomos rápidos (FAB), 
espectrometría de masa de iones secundarios (SIMS), electrospray (ESI), 
desorción/ionización láser asistida por matriz (MALDI). Estas son las principales 
técnicas de ionización, pero a partir de las técnicas de ESI y MALDI surgieron 
variaciones para múltiples usos como el MALDESI, DESI, DART, PESI, etc. 
Entre los analizadores acoplados a las cámaras de volatilización se 
encuentran: tiempo de vuelo (TOF), cuadrupolo (Q) trampa iónica (IT), Orbitrap y 
resonancia iónica ciclotrónica (FTICR).  
Las primeras técnicas desarrolladas a mediados del siglo pasado, solo eran 
aptas para analitos de bajo peso molecular, analitos termoestables o compuestos 
volátiles. La introducción de las técnicas de ionización suave, tanto ESI (Fenn et 
al., 1989), como MALDI (Karas & Hillenkamp, 1988; Tanaka et al., 1988) fueron 
cruciales para ampliar el campo de la espectrometría de masas al análisis de las 
biomoléculas como proteínas, péptidos, glicanos, lípidos y metabolitos, siendo hoy 
una herramienta clave en el estudio de las ómicas. 
La alta sensibilidad y precisión de la espectrometría de masa (MS) en 
conjunto con su velocidad de análisis y la gran cantidad de información generada 
en cada experimento la convierten en la técnica de elección para la secuenciación 
de los numerosos péptidos frecuentemente seleccionados luego del screening de 
bibliotecas combinatorias peptídicas (Steen & Mann, 2004). Si bien, tanto ESI 
como MALDI pueden ser utilizadas para este propósito, MALDI resulta más 
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apropiada para el procesamiento de numerosa cantidad de muestras, ya que al 
cabo de un par de horas permite obtener los espectros MS y MS/MS de unas 100 
muestras, para su posterior análisis off-line. 
Para determinar el peso molecular de péptidos, al igual que otras 
biomoléculas, se tienen que usar el método de ionización suave, que permiten la 
transferencia de la molécula intacta a la fase gaseosa y su ionización con una 
mínima fragmentación espontánea. En el analizador los iones formados se 
separan según su relación m/z, dato que nos permite determinar el peso molecular 
del péptido. En el caso de querer determinar su secuencia se realiza un segundo 
análisis en tándem en la cual los iones provenientes de la cámara de ionización 
son separados por un analizador según su relación m/z. Luego de este primer 
análisis se selecciona un ion (ion padre), que se fragmenta dando lugar a iones 
hijos, los cuales son también analizados según su relación m/z. 
 
I.5.2.1. Ionización por ElectroSpary (ESI) 
Es un método por el cual el analito en solución puede ser transferido a la 
fase gaseosa como iones, que adquieren una o más cargas en el proceso. Existen 
tres pasos principales en la producción de iones en fase gaseosa partiendo de 
electrolitos en solución: a) producción de aerosol con gotas cargadas en la punta 
del capilar debido al fuerte voltaje aplicado en este punto (3-4 kV), b) el 
encogimiento de las gotas cargadas por evaporación del solvente llevando a la 
formación del llamado cono de Taylor donde las gotas están densamente 
cargadas, y c) la formación de iones en fase gaseosa a partir de esas gotas 
altamente cargadas. Estos tres pasos suceden a presión atmosférica (Karas & 
Krüger, 2003).  
Como ventaja adicional, permite su acoplamiento a un equipo de HPLC. Los 
analitos deben estar disueltos en medios acuosos y las soluciones más utilizadas 
son mezclas de metanol (MeOH) o acetonitrilo (MeCN) con agua bidestilada. No 
se pueden usar soluciones que contengan alto contenido salino ya que provocaría 
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la obstrucción de la punta del capilar. Como fue comentado anteriormente, es una 
técnica de ionización suave que permite el análisis de los analitos sin fragmentar. 
 
I.5.2.2. Desorción/ionización láser asistida por matriz (MALDI) 
Aparte de los analitos a analizar, al momento de sembrar en la placa de 
acero inoxidable que se usa para insertar la muestra en el equipo, es necesario 
agregar una matriz a la muestra. La matriz no es otra cosa que un compuesto 
orgánico que absorbe energía en la región UV (región de emisión del láser), de 
esta manera uno se desliga si el analito absorbe o no a esa longitud de onda para 
ser analizado (problema presentado en LD).  
Hay diferentes métodos de siembra del analito y la muestra, como pueden 
ser el método mezcla o el método de capas sucesivas. En el primero se mezclan 
las soluciones de analito y matiz, formando una nueva solución y esta última es la 
que se siembra en la placa. En el método de capas sucesivas las soluciones 
permanecen separadas, sembrando primero la solución de muestra y esperando a 
que seque, para luego sembrar la solución de matriz sobre la muestra. En el caso 
de verlo conveniente se pueden seguir agregando diferentes capas.  
Como la matriz es la encargada de disipar suavemente la energía 
proveniente del láser para producir la ablación, ionización y volatilización, es que 
la misma está en un gran exceso en comparación con los analitos de la muestra. 
De esta manera se evita que el láser incida directamente en los analitos, lo que 
determina que sea una técnica suave que no tiene cota dinámica para el análisis 
de biomoleculas. 
La gran ventaja del MALDI con respecto a ESI es que permite un análisis de 
múltiples muestras en un tiempo mucho menor. En ESI las muestras se siembran 
de manera secuencial, por lo que se necesita el uso del equipo durante todo ese 
tiempo, mientras que en MALDI la siembra en la placa se realiza fuera del equipo, 
pudiendo incluso sembrarla en un laboratorio donde no se encuentra el 
espectrómetro. Además, en MALDI la muestra no es necesario que esté pura para 
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analizarla, e incluso el equipo puede soportar cierto contenido de sales, 
haciéndolo un método de ionización muy robusto. Por su parte, en ESI si la 
muestra no está pura habrá que hacer previamente una separación cromatográfica 
para posteriormente analizar cada fracción de la misma en busca del analito de 
interés. Todo esto sumado a que en ESI la muestra inyectada no se puede 
reanalizar, a diferencia de MALDI donde la muestra sembrada se puede disparar 
con el láse (shotear) tantas veces como sea necesario, hasta que no quede analito 
en el punto de siembra (spot), hace que MALDI sea el método de ionización de 
elección al trabajar con numerosas muestras provenientes de screenings de 
bibliotecas combinatorias. 
 
I.5.3. Secuenciación por MS 
Para la secuenciación de los péptidos no alcanza con el espectro de masa 
de la muestra, sino que luego de determinar el ion que corresponde a nuestro 
péptido, hay que fragmentarlo. Esta técnica se denomina espectrometría de 
masas en tándem (MS/MS o MSn). Esta fragmentación puede ocurrir de manera 
espontánea en la fuente (Post source decay – PSD) o por colisión con moléculas 
de gas neutro. Los equipos MALDI MS/MS están compuestos por dos 
analizadores, con una celda. de colisión entre ellos (Gross, 2004). En el primer 
analizador se selecciona el ion padre de interés, el cual será fragmentado en la 
cámara de colisón, donde un gas inerte a elevada presión produce su ruptura para 
dar varios fragmentos (Collision Induced Dissociation - CID), iones hijos. Estos 
iones hijos entran al segundo analizador donde serán separados por su m/z. 
La espectrometría de masas en tándem permite dilucidar la estructura 
química del ion padre. En el caso de los péptidos, la información que brinda es la 
secuencia de aminoácidos que lo compone, ya que esta fragmentación ocurre 
preferentemente sobre el enlace peptídico por mecanismos bien conocidos 
(Roepstorff & Fohlman, 1984). Para describir las diferentes series de iones 
producidos durante la fragmentación de los péptidos se utiliza una nomenclatura 
que define dos grupos de iones: los fragmentos que conservan el N terminal del 
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péptido (series de fragmentos ―a‖, ―b‖ y ―c‖) y los fragmentos que conservan su C 
terminal (series de fragmentos ―x‖, ―y‖ y ―z‖) (Figura I-18). Cada fragmento de una 
serie difiere de su vecino en un residuo aminoacídico, siendo posible determinar la 
secuencia teniendo en cuenta la diferencia de masas entre señales consecutivas 
de una misma serie. Las series predominantes luego de la fragmentación 
peptídica son la ―b‖ e ―y‖, provenientes de la ruptura del enlace peptídico, por lo 
que son las más utilizadas a la hora de deducir la secuencia de un péptido (Kinter 
& Sherman, 2000). Los iones ―a‖ se forman con menor frecuencia y abundancia y 
permiten asignar de manera más precisa los iones ―b‖, ya que los pares ―a-b‖ se 
encuentran separados por una diferencia de 28 umas, correspondiente a la masa 
del grupo carbonilo. 
 
 
Figura I-18. Fragmentación de péptidos por espectrometría de masa. Se muestra un 
tripéptido con las diferentes series que se pueden generar en su fragmentación. Las series de 
iones donde queda el extremo amino terminal son las “a”, “b” y “c”; mientras que las series de iones 
donde permanece el extremo carboxi terminal son las “x”, “y” y “z”. 
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II. Objetivo de la tesis 
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II.1. Plan de tesis doctoral 
Como se mencionó en la introducción la hormona folículo estimulante (FSH) 
se emplea en tratamientos de fertilidad, promoviendo el reclutamiento folicular e 
induciendo la ovulación en la mujer, y la espermatogénesis en el hombre. Para 
estos tratamientos se puede emplear tanto la FSH urinaria (uFSH) como la FSH 
recombinante humana (rhFSH).Si bien, ambas conviven y compiten en el mercado 
farmacéutico, se prefiere el uso de la rhFSH por su reproducibilidad entre lotes, 
bioseguridad (Albano et al., 1996; Redfearn et al., 1995), y por presentar mayor 
eficacia en estudios randomnizados (Bergh et al., 1997; Frydman et al., 1998; 
Mannaerts et al., 1996). Además, permite implementar formulaciones de más 
cómoda posología. Sin embargo, los altos costos de la rhFSH aún hacen 
competitivo el uso de la uFSH. 
Al igual que con la mayoría de los biofármacos proteicos, el grado de pureza 
debe superar el 99%. Por lo tanto, la purificación es el paso crítico en su proceso 
de producción, representando más del 60-80% del costo operacional del 
bioproceso (Lowe et al., 2001). Los métodos descriptos de purificación de hFSH 
consisten en numerosos pasos cromatográficos para obtener el grado de pureza 
necesario y adolecen del problema que en cada etapa hay una pérdida de 
producto asociada, con la consecuente disminución de rendimiento y aumento del 
costo (Donati, Lualdi, & Rapaport, 1998; Wolfenson et al., 2000; Ziegler et al., 
2007). Por otro lado, la purificación por afinidad, basada en un reconocimiento 
molecular entre la proteína de interés y un ligando inmovilizado sobre un soporte, 
es el método más eficiente para el aislamiento de proteínas a partir de mezclas 
complejas (Roque & Lowe, 2008).  
Los péptidos cortos son ideales como ligandos para purificación de proteínas 
a escala industrial ya que son fáciles de sintetizar a un bajo costo en forma 
aséptica y son mucho más estables que los ligandos proteicos (Camperi et al., 
2010; Tozzi, Anfossi, & Giraudi, 2003). En nuestro grupo de trabajó se diseñaron 
métodos de purificación de tripsina y de Green-Fluorescent-Protein con péptidos 
inmovilizados en soportes cromatográficos (Iannucci et al., 2005). 
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Mediante estudio bibliográfico de la dinámica de unión de la FSH a su 
receptor, sumado a la posibilidad de sintetizar y testear millones de péptidos 
cortos mediante el uso de bibliotecas combinatorias es posible encontrar un 
ligando de afinidad para ser usado en cromatografía para purificar a la rhFSH del 
medio de cultivo. Con bibliotecas sintetizadas por el método DAR (Lam et al., 
1991), nuestro grupo halló ligandos peptídicos de alta afinidad por un anticuerpo 
monoclonal (Camperi et al., 2003), peroxidasa (Acta INPI:N°P09 0101603/2009) 
y eritropoyetina (Martínez-Ceron et al., 2011). Los péptidos diseñados permitieron 
la purificación de las proteínas en un único paso cromatográfico. 
 
II.2. Objetivo 
Por lo expuesto se propone como objetivo general el desarrollo de nuevas 
estrategias para la purificación de proteínas recombinantes terapéuticas de alto 
valor comercial de manera de mejorar la relación costo/beneficio con respecto a 
las metodologías convencionales y así obtener productos económicamente 
competitivos. 
Para el cumplimiento del objetivo general de este plan se plantean los 
siguientes objetivos específicos: 
 
a) Obtener ligandos de alta afinidad por la rhFSH de bajo costo para ser 
utilizados en cromatografías de afinidad. 
b) Estudiar en forma comparativa la afinidad y especificidad por la rhFSH de 
los péptidos diseñados. 
c) Inmovilizar los ligandos peptídicos desarrollados en diferentes soportes 
cromatográficos 
d) Diseñar sistemas de purificación para rhFSH  
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III. Parte experimental 
Capítulo I: Síntesis y 
screening de bibliotecas 
combinatorias peptídicas 
lineales. 
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III.1. Introducción 
Como se dijo previamente, los péptidos cortos son ideales como ligandos 
para purificación de proteínas a escala industrial ya que son fáciles de sintetizar a 
un bajo costo en forma aséptica bajo buenas prácticas de manufactura (GMP). Su 
inmovilización sobre las matrices cromatográficas es sencilla y se puede sintetizar 
de manera tal de orientar el péptido de la manera deseada. Son ligandos mucho 
más estables químicamente y físicamente, y por ende más resistentes a la 
degradación por proteasas que los ligandos proteicos como los anticuerpos (Tozzi 
et al., 2003; Camperi et al., 2010). Las matrices resultantes son más resistentes a 
los solventes utilizados durante el proceso cromatográfico y su regeneración, que 
aquellas matrices de afinidad basadas en ligandos proteicos. Además lo ligandos 
peptídicos se pueden modificar químicamente de manera sencilla para aumentar 
aún más su estabilidad e inclusive mejorar su afinidad por el ligando. Asimismo, 
por su menor tamaño molecular en comparación con los ligandos proteicos, se 
logra inmovilizar una alta densidad de ligando sobre la matriz cromatográfica lo 
que resulta en resinas con alta capacidad de adsorción de proteínas (Camperi et 
al., 2014; Huang & Carbonell, 1995). 
En el desarrollo de procesos de afinidad, es esencial la identificación de una 
estructura peptídica con suficiente afinidad y selectividad. Las bibliotecas 
combinatorias peptídicas permiten ensayar millones de péptidos en forma 
empírica, lo que facilita el descubrimiento de ligandos para cualquier proteína de 
interés. En las bibliotecas peptídicas sintéticas, se sintetizan químicamente 
péptidos al azar sobre bolillas de un polímero soporte. La construcción de 
bibliotecas por el método dividir‐acoplar‐recombinar (DAR) asegura que todos los 
representantes de la biblioteca estén presentes en igual proporción y que cada 
bolilla de resina tenga una única entidad peptídica (Lam et al., 1991). Para 
identificar las bolillas que contienen los péptidos con afinidad por la proteína de 
interés se lleva a cabo un screening en fase sólida utilizando la proteína de interés 
marcada con un fluoróforo o con una enzima que produzca reacción de color. Las 
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bolillas que adquieren fluorescencia o color contienen los péptidos que van a ser 
luego reconocidos por secuenciación.  
Aunque los péptidos tradicionalmente pueden ser identificados por la 
microsecuenciación de Edman, la misma es muy costosa y el análisis demanda de 
días a semanas. Para agilizar y abaratar la identificación, el grupo optimizó tanto el 
aislamiento de las bolillas como la identificación de las secuencias peptídicas 
mediante espectrometría de masas (Marani et al., 2009). Su alta sensibilidad, bajo 
costo y alta velocidad de análisis, resulta ideal para la secuenciación de péptidos 
(Camperi et al., 2005; Martínez-Ceron et al., 2010). Entre las diferentes fuentes 
de ionización existentes para espectrometría de masas se utilizó MALDI, ya que 
como se explicó en la introducción es una técnica ideal para el análisis de 
múltiples muestras como las que se obtienen luego del screening de una biblioteca 
peptídica (Figura III-1)  
 
 
Figura III-1. Espectrómetro de masa Ultraflex II TOF/TOF. (a) el equipo sin la carcasa que 
lo cubre. Se ve en primer plano el tubo de tiempo de vuelo; (b) cámara de colisión, donde se 
fragmentan los iones seleccionados; (c) Fuente del láser de N2, 337nm; (d) sistema de espejos que 
guían el láser hacia la placa con la muestra sembrada. 
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III.1.1. Elección del soporte sólido para el diseño de bibliotecas 
combinatorias 
Para esta metodología es vital la elección de la resina. La misma tiene que 
ser compatible con solventes acuosos y orgánicos. Esto es debido a que el 
screening se suele llevar a cabo en soluciones acuosos, y por el otro lado, en la 
síntesis peptídica se emplean solventes orgánicos.  
Se trabajó con la resina ChemMatrix (CM) que es una resina a base de 
polietilenglicol (PEG), lo que le confiere propiedades anfifílicas. Por estar formada 
sólo por uniones éter, es químicamente mucho más estable que otras resinas 
como la CLEAR, también a base de PEG, pero formada por uniones éster (Kempe 
& Barany, 1996). La CM tiene una capacidad muy alta en comparación con otros 
soportes (0,63 mmol/g de resina) lo que permite sintetizar mayores cantidades de 
péptido por gramo de resina, comparado a otras resinas (Albericio et al., 2006).  
 
III.1.2. Elección del linker para el diseño de bibliotecas 
combinatorias 
Generalmente lo péptidos se unen a la resina a través de un ancla (linker). 
La unión del péptido al ancla es luego hidrolizada para separar el péptido de la 
resina. Algunos autores utilizan como ancla el aminoácido metionina que es 
clivado selectivamente con CNBr. Este reactivo es muy toxico y peligroso, lo cual 
se incrementa al trabajar con cientos de bolillas provenientes de los screenings 
(Hancock & Marshall, 1975). El enlace formado entre el primer aminoácido y el 
ancla debe ser estable a lo largo de toda la síntesis química como así también 
bajo las condiciones de remoción de los grupos protectores de las cadenas 
laterales, ya que el screening se realiza con los péptidos totalmente 
desprotegidos. Además, la resina debe permitir la fácil liberación de los péptidos 
de la bolilla para su análisis por espectrometría de masas. Debido a esto es que el 
grupo previamente propuso el uso de ácido 4-hidroximetilbenzoico (HMBA) como 
linker para la resina CM para las síntesis de bibliotecas combinatorias 
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conjuntamente con el desarrollo de un método de separación del péptido de la 
resina basado en el uso de NH4OH 28-30% (Camperi et al., 2005).  
 
III.1.3. Acople del primer aminoácido 
También se optimizó el acople del primer aminoácido en el proceso de 
síntesis química ya que influye en el rendimiento del producto final. En el caso de 
que el acople a la resina sea a través de un linker como el ácido p-hidroxibenzoico 
(HMBA) la reacción debe ser enérgica para que se forme la unión éster.  
En nuestros protocolos el primer aminoácido a acoplar es siempre la Gly. El 
grupo reactivo del ancla HMBA es un grupo hidroxilo, el cual reacciona con el 
grupo carboxilo del aminoácido entrante. Por ende, el acople del primer 
aminoácido se da por una reacción de esterificación. Esto lleva a que el proceso 
suela estar acompañado de racemización. La Gly al no tener un centro quiral no 
puede dar una mezcla racémica. Otra ventaja de la Gly comparada con otros 
aminoácidos es su mayor rendimiento de acople, lo que implica un mayor 
rendimiento del producto final (Bray & Maeji, 1993; Bray et al., 1991).  
 
III.1.4. Diseño de biblioteca combinatoria peptídica 
Para la síntesis de las bibliotecas combinatorias peptídicas se utilizó el 
método ―dividir, acoplar y recombinar‖ (DAR) ya explicando en la sección 
ANTECEDENTES, que resulta ser el método más satisfactorio para la síntesis 
combinatoria de peptidotecas en fase sólida (Furka et al., 1991; Houghten et al., 
1991; Lam et al., 1991). El método consiste en tres etapas: (i) dividir la resina en 
tantas porciones iguales como aminoácidos a usar en la porción variable de la 
biblioteca, (ii) acoplar a cada porción de resina un aminoácido diferente y (iii) 
combinar todas esas porciones y homogeneizar. De esta manera se asegura que 
cada bolilla sólo tenga una única entidad peptídica y se logra sintetizar de miles a 
millones de péptidos, dependiendo de la cantidad de posiciones variables y de los 
diferentes aminoácidos que se utilicen en las mismas (Ver sección I.4.1).  
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El grupo de trabajo ya disponía de bibliotecas previamente sintetizadas. Sin 
embargo, estas bibliotecas habían sido diseñadas para la selección de ligandos 
para otras proteínas. Esto repercute en la elección de aminoácidos usados, en la 
configuración tanto del brazo espaciador, así como de la parte combinatoria y de 
las posiciones fijas. Sin embargo, dichas bibliotecas se utilizaron para realizar un 
screening preliminar. 
Una vez obtenidos resultados preliminares, basándonos en la frecuencia de 
aparición de los aminoácidos en los diferentes péptidos seleccionadis así como en 
estudios bibliográficos del sitio de unión de la FSH con su receptor (Fan & 
Hendrickson, 2008; Jiang et al., 2012) se sintetizaron nuevas bibliotecas 
orientadas a encontrar un ligando de afinidad para la rhFSH.  
El receptor de FSH tiene un gran exodominio compuesto por 2 regiones: un 
dominio rígido N-terminal de unión a la hormona responsable de la unión 
específica de alta afinidad con la FSH, y un segundo dominio bisagra responsable 
de la especificidad de la señal. El exodominio del receptor interactúa con ambos 
extremos carboxilo, tanto de α -FSH como de β -FSH y también con los loops αL2 
y βL2.  
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Figura III-2. a) Unión de la FSH con el sitio de unión del FHSR (FSHRHB). En magenta están 
representados los residuos que interactúan tanto con la cadena α como con la β de la FSH, en 
verde aquellos residuos del receptor que solo interactúan con la cadena α y en cian aquellos 
residuos que interactúan solamente con la cadena β. b) Se muestra el potencial electroestático de 
la FSH y FSHRHB. Las zonas cargadas negativamente se representan en rojo mientras que las 
cargadas positivamente se muestran en azul (Fan & Hendrickson, 2005). 
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Los potenciales electrostáticos de la hormona y del receptor son 
predominantemente positivos y negativos, respectivamente. Dos residuos, 
presentes y conservados en los homólogos (LHR y TSHR), son los ácidos 
aspárticos D150 y D153 que forman interacciones electrostáticas con residuos 
básicos de la α-FSH (K91 y K51). La mutagénesis específica de estos residuos 
(D150 y D153) por una Lys inhibe completamente la unión de la hormona con su 
receptor (Bhowmick et al., 1996). Asimismo, la mutagénesis de los residuos de la 
α-FSH (K91 y K51) también arroja el mismo resultado (Arnold et al., 1998; Liu & 
Dias, 1996). Otro residuo que influye en gran medida en la unión es el D81, que 
interacciona con R42 y K45 en el αL2. Los residuos del FSHRHB que le dan 
especificidad a la unión hormona-receptor (y que por ende, varían entre las 
diferentes hormonas glicoprotéicas pituitarias) son L55, E76, R101, K179 y I222 
(Fan & Hendrickson, 2005). Los residuos L55 y K179 determinan la especificidad 
de la FSH y TSH con respecto a LH/GC, mientras que los residuos en las 
posiciones 76 y 101 determinan la especificidad entre FSH y TSH. Por otro lado, 
I222 no pareciera ser fuertemente específico. Toda esta información fue 
considerada a la hora de diseñar una biblioteca especialmente para encontrar un 
ligando de afinidad para la FSH.  
 
III.1.5. Aumento de la estabilidad 
Si bien, en muchos casos el péptido seleccionado es directamente utilizado 
como ligando de afinidad, éste se puede modificar para aumentar su estabilidad 
frente a proteasas y peptidasas comúnmente presentes en los caldos de cultivo de 
células productoras de biofármacos. La gran información sobre las secuencias 
susceptibles al clivaje ha permitido un diseño racional de estrategias para 
maximizar la resistencia de los péptidos a su degradación, preservando o aún 
aumentado su afinidad y selectividad (Adessi & Soto, 2002). Para evitar el ataque 
por exopeptidasas se sintetiza el C-terminal del péptido como amida y se acetila el 
amino terminal.  
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III.1.6. Screening de la biblioteca con la rhFSH 
El screening de la biblioteca consiste en poner a interaccionar una pequeña 
cantidad de la proteína blanco con la biblioteca e identificar las bolillas a las que se 
adsorbió la proteína. La identificación de las bolillas que contienen estos péptidos 
con afinidad por la proteína blanco puede hacerse por inmunoafinidad (con 
anticuerpos primarios y secundarios apropiados), etiquetando la proteína con una 
enzima para que de una reacción colorimétrica al agregar el sustrato, o bien con 
un colorante fluorescente (Kodadek & Bachhawat-Sikder, 2006). Las bolillas que 
interactúan con la proteína son identificadas y aisladas para determinar la 
secuencia del péptido por espectrometría de masa. En general es conveniente 
usar más de un método de screening con diferentes porciones de la biblioteca 
para evitar la selección de falsos positivos a la hora de hacer las cromatografías.  
Si el screening se realiza de manera manual las bolillas positivas se 
visualizan y se aíslan mediante el uso de un microscopio. El Instituto de 
Nanobiotecnología UBA-CONICET dispone de un microscopio estereoscópico de 
fluorescencia Leica MZ FLIII (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania) 
(Figura III-3) el cual nos permite trabajar usando fluorocromos.  
 
Figura III-3. Microscopio estereoscópico de fluorescencia Leica. En la foto de la 
izquierda se muestra el filtro de Texas Red (TxR).  
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El screening de bibliotecas combinatorias peptídicas del tipo OBOC encara 
más de un desafío técnico. Hacer el screening a partir de millones de bolillas de la 
biblioteca por los métodos tradicionales (inspección visual con microscopio) es 
ineficiente. Alternativamente, se puede marcar la proteína blanco con un 
fluorocromo y utilizar el equipo Complex Object Parametric Analyzer and Sorter 
(COPAS) BIO-BEAD flow sorting que separa rápidamente aquellas bolillas con 
una fluorescencia y tamaño adecuado.  
El equipo se basa en el principio de la citometría de flujo, adaptado a objetos 
de 10-1500 µm. Es un método no destructivo que permite separar los objetos en 
base a su fluorescencia y su tamaño para ser luego recolectados intactos para su 
posterior análisis por MS. Esta tecnología se ha utilizado para la selección de 
pequeños organismos modelo como Drosophila. Melanogaster (mosca de la fruta), 
larvas de Caenorhabditis elegans (nematodo) y Danio rerio (pez cebra), semillas 
como Arabidopsis thaliana, con muestras de polen, con diferentes bacterias, 
células de mamíferos como adipocitos, células madre, hepatocitos, etc; pero lo 
más importante es que ya se usó con bolillas de bibliotecas combinatorias 
peptídicas del tipo OBOC (Marani et al., 2009; Cho et al., 2013; Hintersteiner & 
Auer, 2013; Tarunina et al., 2014). Los diferentes objetos de trabajo se logran 
separar a una velocidad de 100.000 unidades por hora, mil veces más rápido que 
la selección manual.  
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Figura III-4. Esquema de funcionamiento del equipo COPAS. La muestra es inyectada en 
el equipo y llega a un canal donde el paso es de 1 evento por vez. Dos láseres inciden en la 
muestra, uno para medir la densidad y el tamaño de la partícula y otro láser con una longitud de 
onda adecuada para producir la excitación de la partícula. Las partículas con las características 
previamente seleccionadas son separadas en placa multi well (Geysen, 2010). 
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Figura III-5. Equipo COPAS. Las muestras con las características deseadas son 
seleccionadas y aisladas en una placa con múltiples posillos (multiwell), quedando en cada posillo 
una única bolilla positiva. 
 
En general para realizar el screening es conveniente etiquetar la proteína con 
un colorante que presente fluorescencia roja. Los colorantes con fluorescencia 
verde no se suelen utilizar ya que la gran mayoría de las resinas utilizadas para la 
síntesis de bibliotecas presentan fluorescencia verde. Previamente en nuestro 
grupo de trabajo (Marani et al., 2009) se había optimizado el screening con el 
COPAS y se habían observado dos grupos de bolillas: bolillas positivas, como 
resultado de la interacción de la proteína con los péptidos y bolillas falsas positivas 
dadas por la interacción del colorante fluorescente con los péptidos. Una 
inspección manual de las bolillas fluorescentes seleccionadas por el COPAS 
mostró que las falsas positivas presentaban una fluorescencia homogénea 
mientras que las positivas tenían un halo característico con mayor intensidad de 
fluorescencia en la superficie de la bolilla y menor en el centro. La resina 
ChemMatrix, así como otras resinas, está compuesta por bolillas formadas por una 
matriz porosa. Las moléculas pequeñas tienen un total acceso a los poros de la 
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resina. Las proteínas no alcanzan el interior de la bolilla y por lo tanto la adsorción 
sólo se lleva a cabo en la superficie de la misma. Basados en estos datos se 
planteó como hipótesis que la diferencia de fluorescencia entre bolillas positivas y 
falsas positivas se debe a la orientación del complejo sobre la superficie de la 
bolilla. Si el complejo proteína-colorante se une al péptido presente en la bolilla a 
través de la interacción péptido-proteína, existe un espacio entre la bolilla y el 
emisor (colorante fluorescente), resultando en bolillas con halo fluorescente 
(Axelrod, 2008).  
Alternativamente, si el complejo proteína-colorante se une a través de la 
interacción péptido-colorante, no habría distancia alguna entre el emisor y la bolilla 
y por lo tanto el recubrimiento es más compacto. Es por ello que una vez finalizado 
el screening automatizado con el COPAS, se debe realizar una inspección manual 
de las bolillas de manera de descartar las bolillas con fluorescencia homogénea 
(interacción con colorante) y seleccionar exclusivamente aquéllas que presenten 
un halo fluorescente (interacción con proteína) para su análisis por MALDI-TOF 
MS/MS.  
Como la diferencia entre bolillas fluorescentes positivas y falsas positivas es 
sutil, es conveniente complementar con otro método de screening para evitar la 
selección de falsos positivos. Si bien se puede marcar la proteína de interés con 
enzimas que produzcan reacciones de color (peroxidasa, fosfatasa alcalina), el 
método de acople de enzimas es más complejo y debido a su alto peso molecular 
pueden modificar significativamente la estructura de la proteína a analizar. Una 
alternativa es marcar la proteína de interés con una molécula pequeña como 
biotina y realizar el screening de la biblioteca con el conjugado estreptavidina-
peroxidasa, aprovechando la gran afinidad entre la esptreptavidina y la biotna. Las 
bolillas que hayan absorbido la proteína marcada con biotina se pueden identificar 
por la unión del conjugado estreptavidina-peroxidasa (SA-POD) a la biotina y 
posterior revelado con una reacción de color con la peroxidasa. En este caso las 
bolillas coloreadas se aíslan manualmente. La gran desventaja de este método es 
que se ha observado que la SA tiene afinidad por las secuencias peptídicas His-
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Pro-Gln e His-Pro-Met (Lam & Lebl, 1992). Por lo cual, es conveniente excluir 
dichos motivos de la biblioteca para evitar la selección de falsos positivos.  
 
III.1.7. Proceso de purificación 
Los ligandos peptídicos obtenidos por medio del screening de bibliotecas 
combinatorias peptídicas se pueden utilizar para la purificación de proteínas de 
interés en muestras complejas por cromatografía de afinidad. En la presente Tesis 
se busca diseñar un proceso de purificación de rhFSH producida por cultivos de 
células CHO. Se utilizó la rhFSH provista por la empresa Zelltek S.A. Actualmente, 
después de la producción y clarificación la compañía Zelltek utiliza para purificar la 
hormona 4 pasos cromatográficos: 1) cromatografía de pseudoafinidad; 2) 
cromatografía de intercambio iónico; 3) cromatografía de afinidad por mAbs; 4) 
cromatografía de exclusión molecular. Diseños cromatográficos similares han sido 
desarrollado para la purificación de rhFSH (Rossi, 2010; Ziegler et al., 2007; 
Ziegler et al., 2013). 
 
Son objetivos de este capítulo: 
 Sintetizar una biblioteca combinatoria peptídica para la rhFSH, en 
base a resultados preliminares obtenidos con otras bibliotecas. 
 Poner a punto las condiciones de screening de la biblioteca sintetizada 
para disminuir la selección de falsos positivos. 
 Encontrar un ligando con afinidad y selectivdad adecuada para el 
proceso de purificación de la rhFSH. 
 Inmovilizar el ligandos en una una matriz cromatográfica 
 Diseñar un proceso de purificación de la rhFSH por cromatografía de 
afinidad con el péptido inmovilizado, para reemplazar la cromatografía 
de inmunoafinidad. 
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 Disminuir el número de pasos cromatográficos en el proceso, con la 
consuecuente disminución del costo total del proceso. 
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III.2. Materiales 
Matrix Innovation Inc. (Montreal, Québec, Canadá) donó gentilmente la 
resina ChemMatrixTM con el linker ácido 4-hidroximetilbenzoico (HMBA) 
inmovilizado. Los aminoácidos protegidos con el grupo 9-fluorenilmetoxicarbonilo 
en la función α-amino (Fmoc-AA-OH), la resina Rink-amide-MBHA, el 1-
hidroxibenzotriazol (HOBt) y el tetrafluoroborato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N′,N′-
tetrametiluronio (TBTU) se adquirieron en Peptides International Inc. (Louisville, 
Kentucky, EEUU). La 4-dimetilaminopiridina (DMAP) y el ácido α-ciano-4-
hidroxicinámico (CHCA) se adquirieron en Sigma-Aldrich (San Luis, MO, EEUU). 
La N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC), la diisopropiletilamina (DIEA), y el 
triisopropilsilano (TIS) se adquirieron en Fluka Chemie AG (Buchs, Suiza). La 
seroalbúmina bovina (SAB) fue de Sigma-Aldrich (San. Luis, MO, EEUU). El 
colorante Texas Red-Cloruro de sulfonilo se adquirió en Molecular Probes, 
Invitrogen (Reino Unido). La N-hidroxisuccinimida (NHS)-Biotina se obtuvo en 
Pierce Protein Research Products (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, 
EEUU). Se compró el conjugado estreptavidina peroxidasa (SA-POD) de Roche 
(Basilea, Suiza). Se adquirieron las columnas de alto entrecruzamiento para 
cambio de buffer y desalado (PD-10) y la matriz NHS-Sepharose en GE 
Healthcare (Waukesha, WI, EEUU). Zelltek S.A. (Santa Fe, Argentina) donó la 
proteína rhFSH ya sea en su forma pura o con los contaminantes del medio de 
cultivo. Se adquirió el NH4OH (28- 30%) Pro-analisis (ACS) de Ciccarelli. Todos 
los demás reactivos fueron de grado analítico. 
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III.3. Métodos 
 
III.3.1. Síntesis de las bibliotecas combinatorias peptídicas 
lineales 
La síntesis se realizó bajo campana de extracción de solventes y con gafas 
de protección y guantes de nitrilo. 
La síntesis de la biblioteca combinatoria peptídica en fase sólida se llevó a 
cabo en jeringas de polipropileno con filtros de polietileno, para retener la resina y 
permitir el filtrado de los solventes. Las jeringas se colocaron en un equipo de 
filtración compatible con solventes orgánicos (Figura III-6). Los solventes y 
reactivos fueron eliminados por succión por vacío. Se sintetizó una biblioteca del 
tipo ―una bolilla, un péptido‖ de 100.000 nonapéptidos: Ac-Ala-X1-X2-X3-X4-X5-Val-
Ala-Gly. En las posiciones variables (X) se utilizaron los aminoácidos: Ala, Glu, 
Phe, His, Leu, Asn, Pro, Arg, Tyr y Thr. Se empleó el método de síntesis dividir-
acoplar-recombinar (DAR) (Lam et al., 1991).  
Se calcularon los gramos de resina a pesar considerando que por razones 
estadísticas el número de bolillas debe exceder al número teórico de péptidos en 
un factor de 10, y que 1 gramos de HMBA-ChemMatrix (HMBA-CM; 0,63 mmol/g; 
100-200 mesh) contiene 1.000.000 de bolillas. Como la biblioteca a sintetizar fue 
de 100.000 péptidos diferentes, se pesaron 1 millón de bolillas equivalentes a 1 
gramo de HMBA-CM.  
Para las cuentas posteriores se definió como 1 equivalente (eq) a los mmoles 
totales de CM. 
Los aminoácidos Ala y Gly fueron agregados como brazo espaciador.  
La biblioteca se sintetizó usando la estrategia Fmoc y en cada paso de 
acople los aminoácidos se agregaron en un exceso de 3 eq con respecto a la 
funcionalidad de la resina. El procedimiento constó de 4 pasos: 1) 
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acondicionamiento de la resina, 2) acople del aminoácido C-terminal, 3) 
elongación de la cadena y 4) desprotección de los grupos protectores de las 
cadenas laterales de los aminoácidos. 
 
III.3.1.1. Acondicionamiento de la resina. 
Se acondicionó la resina con los solventes a usar. Se hicieron lavados con 
dimetilformamida (DMF) y diclorometano (DCM) como se muestra en la siguiente 
tabla: 
 
Etapa Reactivos Ciclos 
1 DCM 1 x 10 min 
2 DCM 3 x 1 min 
3 DMF 3 x 1 min 
Tabla III-1. Acondicionamiento de la resina HMBA-ChemMatrix. 
 
 
Figura III-6. Sistema de filtración para jeringas de polipropileno 
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III.3.1.2. Acople del aminoácido C-terminal. 
Como trabajamos con una hidroximetil resina, el primer aminoácido se acopló 
a través de una unión éster. La formación de la unión éster fue bastante más 
dificultosa que la unión amida, por lo que es necesario emplear condiciones más 
drásticas de reacción. Para incorporar la Gly C-terminal se usó Fmoc-Gly-AA 
usando un exceso de 3 eq con respecto a la resina, para asegurar un 100% de 
acople. El AA se disolvió en el mínimo volumen posible de DMF. Conjuntamente 
con el AA protegido se agregaron lentamente y agitando 4 eq DIC y 0,1 eq de una 
solución de DMAP 50 mM (Mellor et al., 2000). Una vez agregados todos los 
reactivos el acople se llevó a cabo a temperatura ambiente durante 1 hora. Luego 
se filtró, se lavó 2 x 2 min con DMF y se repitió el acople otros 60 min. Luego de 
eliminar los reactivos por segunda vez, se lavó 5 х 1 min con DMF. Una vez 
acoplada la Gly, se acetilaron los grupos funcionales de la resina que pudiera 
haber quedado libres con un tratamiento de anhídrido acético (6 eq) y DMAP (0,1 
eq) por 60 min. Posteriormente se lavó 10 х 1 min con DMF. Se desprotegió el 
amino terminal de la Gly incorporada a la resina con una mezcla de 
DMF/piperidina (4:1), 3 x 1 min, nuevamente se lavó con 5 x 1 min de DMF y 5 x 1 
min con CH2Cl2 (Tabla III-2. Acople del aminoácido C-terminal a la resina HMBA-
ChemMatrix.). 
 
Etapa Reactivos Ciclos 
1 Fmoc-Gly-OH (3 eq) + DIC (4 eq)+ DMAP (0,1 eq)        1 x 60 min 
2 DMF        2 x 2 min 
3 Fmoc-Gly-OH (3 eq) + DIC (4 eq)+ DMAP (0,1 eq)        1 x 60 min 
4 DMF        5 x 1 min 
5 Anhídrido acético (6 eq)          1 x 60 min 
6 DMF        5 x 1 min 
7 piperidina:DMF(20:80)        3 x 1 min 
8 DMF        5 x 1 min 
9 DCM        5 x 1 min 
Tabla III-2. Acople del aminoácido C-terminal a la resina HMBA-ChemMatrix. 
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III.3.1.3. Elongación de la cadena. 
Se acoplaron las posiciones fijas de la biblioteca Ala-Gly utilizando 3 eq del 
AA a acoplar (disueltos en el menor volumen posible de DMF), 3 eq de HOBt y 3 
eq de DIC. La mezcla se incubó 5 minutos para lograr la formación de un éster 
reactivo con el HOBt. Finalmente, se agregó la mezcla a la resina. Este es un 
método suave, que tiene como finalidad evitar reacciones de ciclación interna que 
conllevan la pérdida de un par de AAs en forma de dicetopiperazinas (Figura III-7). 
Estas reacciones suelen ser muy importantes en aquellos casos donde el péptido 
está unido a la resina por un bencil éster, como es en este caso. 
 
 
Figura III-7. Formación de dicetopiperazinas (White & Chan, 2000) 
 
Una vez pasado la reacción de acople de los primeros 3 aminoácidos los 
siguientes acoples se hicieron usando 3 eq de AA, 3 eq de TBTU y 6 eq de DIEA. 
En todos los casos la reacción no debe exceder la hora y media para evitar la 
posibilidad de racemización. A partir del quinto residuo existe la posibilidad de que 
las cadenas peptídicas nacientes formen estructuras secundarias o agregados 
entre ellas o mismo con el polímero que forma la resina, lo que dificulta la entrada 
de los reactivos y por ende que la reacción de acople se lleve a cabo en su 
totalidad (Bedford et al., 1992). Para evitar la formación de estructuras 
secundarias, a partir del quinto residuo se agregó DMSO en pequeña cantidad a la 
mezcla reactiva. Las posiciones variables fueron sintetizas por ciclos repetidos de 
DAR, (Ver ANTECEDENTES Sección I.4.3). Se dividió la resina en porciones 
iguales en 10 jeringas de polipropileno con filtro de polietileno, cada una rotulada 
III-24 
 
con una letra correspondiente a un aminoácido. Se agregó a cada jeringa 3 eq de 
Fmoc-AA-OH, 3 eq de TBTU y 6 eq de DIEA en DMF y se incubó durante 1 hora y 
media. Para confirmar el acople se monitoreó la reacción mediante el método de 
ninhidrina o de cloranilo (Ver Sección III.3.2). Luego de chequear que todos los 
acoples se hubiesen completado con el test correspondiente, todas las porciones 
de resina fueron transferidas a la jeringa principal para ser homogeneizadas. La 
resina fue lavada con DMF y desprotegida con piperidina:DMF (20:80). Se repitió 
éste ciclo 5 veces (una por cada posición variable de la biblioteca). 
 
III.3.1.4. Desprotección de los grupos protectores de las cadenas 
laterales de los AAs 
Una vez realizado el último acople se desprotegió el extremo N-terminal con 
piperidina:DMF (20:80) y se lavó la resina con DMF (5 x 1 min) y DCM (5 x 1 min). 
Después de dejar secar la resina, se eliminaron los grupos protectores 
permanentes de las cadenas laterales con el agregado de un cóctel de ácido 
trifluoroacético (TFA), agua destilada y triisopropilsilano (TIS) (TFA:TIS:H20; 
95:2.5:2.5). Se dejó en agitación durante 4 horas y posteriormente se filtró el 
contenido de la jeringa y se lavó la resina con DMF y DCM. 
 
Etapas Reactivos Ciclos 
1 DMF 5 x 1 min 
2 DCM 1 x 2 min 
3 TFA:TIS:H2O (95:2,5:2,5) 1 x 240 min 
4 TFA 1 x 1 min 
5 DMF 5 x 1 min 
6 DCM 5 x 1 min 
Tabla III-3. Protocolo de desprotección de las cadenas laterales. 
 
III.3.2. Monitoreo del acople 
Para monitorear el acople de cada aminoácido se usaron dos reacciones: el 
ensayo de Kaiser o reacción de la ninhidrina, y la reacción de cloranilo. 
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III.3.2.1. Ensayo de Kaiser o reacción de ninhidrina 
El ensayo de ninhidrina revela la presencia o ausencia de aminas primarias 
libres. Si el acople no fue completo, entonces habrá expuestos grupos amino del 
AA anterior desprotegido en su extremo N-terminal. Cuando hay aminas primarias 
libres el reactivo de ninhidrina reacciona con ellos formando un complejo de color 
azul/violeta (Esquema III-1. Reacción de ninhidrina con un grupo amino libre.). 
Cuando no hay reacción el color observado es un amarillo que corresponde al 
mismo reactivo. Tampoco el reactivo cambia de color cuando reacciona con 
aminas secundarias por lo que para dichos casos se utiliza la reacción de 
cloranilo. 
Reactivo A: Se preparó una solución A1 con 40 g de fenol en 10 ml de etanol 
absoluto (EtOH) en caliente. La solución A2 se preparó mezclando 2 ml de una 
solución acuosa de KCN 65 mg/100 ml que se mezclaron con 95 ml de piridina. 
Finalmente se mezclaron las soluciones A1 y A2. 
Reactivo B: Se preparó solución de 2,5 g de ninhidrina en 50 ml de EtOH 
absoluto. Esta solución debe ser resguardada de la luz. 
Luego del acople, y de los lavados con DMF y DCM, se tomaron algunas 
bolillas y se las colocaron en pequeños tubos de vidrio de 7 mm diámetro y 3,5 cm 
de largo resistentes al calor y a los solventes orgánicos (campana Durham). Se 
agregaron 60 µl de Reactivo A y 20 µl de Reactivo B y se incubaron durante 3 
minutos a 110°C. Finalmente se observó el color de la solución y de las bolillas 
que estában inmersas en la misma. El límite teórico del método es de 0,5% de 
aminas libres. 
III.3.2.2. Reacción de cloranilo 
La reacción de cloranilo, se usa en el caso de acoplar una Pro o algún otro 
AA que tenga su amina sustituida. En el caso de que el acople del AA no se haya 
completado, la reacción del reactivo con las aminas secundarias se visualiza por 
un color verde. En caso negativo el color es amarillo. En el caso de haber 
acopaldo un AA a la Pro se tomaron unas bolillas y se las puso en una campana 
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Durham. Se agregaron 20 µl de una solución saturada de p-cloranilo en tolueno y 
60 µl de acetona. Se dejó reaccionar 5 min a temperatura ambiente. 
 
 
Esquema III-1. Reacción de ninhidrina con un grupo amino libre. 
  
III.3.2.3. Síntesis del complejo rhFSH-Texas Red SC 
Se tomó una alícuota de la muestra de rhFSH pura de concentración 
conocida y se midió su absorbancia en 280 nm de manera de determinar la 
absortividad molar de la rhFSH (Ecuación III-1). Luego se disolvió 1 mg de Texas 
Red SC en 50 µl de acetonitrilo. A 2,45 ml de solución de rhFSH en buffer 
bicarbonato de sodio 0,1 M, pH 9,0 se le agregaron 25 µl de Texas Red SC y se 
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incubó la mezcla de reacción a 4°C con agitación magnética y al abrigo de la luz 
durante 30 minutos. Transcurrido ese tiempo se agregaron los otros 25 µl de 
solución de colorante y se dejó incubando en las mismas condiciones durante 30 
minutos más. Se separó la proteína de los subproductos de reacción por 
cromatografía de exclusión molecular (Sephadex G25) en columnas PD-10, 
previamente equilibradas con buffer de fosfatos salino (PBS) pH 7,0. Se colectaron 
fracciones de 0,5 ml y para determinar la eficiencia de la reacción se calculó el 
grado de incorporación del colorante (DOL, del inglés Degree of Labeling) 
midiendo la absorbancia de la solución del conjugado colorante fluorescente-
proteína en 280 nm (A280) y la absorbancia en la λmáx de absorción (Amáx) del 
colorante incorporado (Texas Red= 595 nm). Se restó la contribución del colorante 
a la absorbancia en 280 nm con las ecuaciones Ecuación III-2 y Ecuación III-3: 
Ecuación III-1:                 
    
   (
 
 
)         
 
Ecuación III-2: Aprot  A280-Amá  
Ecuación III-3:   
                    
                    
 
 
El valor del factor de corrección (CF) fue tomado de una tabla proporcionada 
por los respectivos fabricantes (Texas Red= 0,18) 
(https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/mp10244.pdf). La 
concentración de proteína se determinó en base a su A280 corregida por el CF y a 
su absortividad. La DOL se calculó según (Ecuación III-4): 
Ecuación III-4:    
              
             
 
 
Donde        y          corresponden a la absortividad molar del Texas Red 
en 590 nm y de la proteína en 280 nm, respectivamente. 
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Figura III-8. Colorante cloruro de sulfonilo de Texas Red. Se muestran las 2 estructuras 
químicas del colorante fluorescente empleado como etiqueta de la rhFSH 
 
III.3.2.4. Síntesis del complejo rhFSH-biotina 
Se acondicionó la muestra de rhFSH con PBS pH 7,8 mediante el uso de 
columnas de exclusión molecular, PD-10. Antes de marcar la muestra se midió la 
absorbancia de la solución de rhFSH en 280 nm. Luego, se le agregó a 1 ml de la 
muestra acondicionada, 1 mg de NHS-biotina disuelto en 224 µl de agua mili-Q. 
Se dejó incubar a 4°C, con agitación magnética durante 2 horas. Finalmente, se 
purificó el complejo FSH-biotina por PD-10. 
 
III.3.3. Screening de bibliotecas combinatorias 
En una jeringa de polipropileno con filtro de polietileno se agregó una 
alícuota de aproximadamente 0,2 g de biblioteca peptídica que se acondicionó 
gradualmente agregando los solventes que se indican en la  Tabla III-4. 
Posteriormente, se bloqueó la biblioteca con una solución 2% seroalbúmina bovina 
(SAB) y 10% leche descremada en PBS, para evitar las interacciones 
inespecíficas. Se dejó en agitación 1 hora y luego se filtró y se hicieron 3 lavados 
de un minuto con PBS-Tween 0,05%. Posteriormente se incubó con la proteína 
marcada: usando una concentración de 0,5 µM FSH-biotina o 2 µM FSH-Texas 
Red, en PBS-Tween 0,05% y se incubó durante 2 horas en agitación. Transcurrido 
este lapso de tiempo se filtró la solución y se hicieron 3 lavados con PBS-Tween 
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0,05%. En el caso de haber incubado con FSH-Texas Red, se observó la 
biblioteca bajo lupa estereoscópica fluorescente para identificar las bolillas 
positivas. En caso de haber incubado con FSH-biotina, se revelaron las bolillas 
que adsorbieron la proteína marcada. Para ello, se incubó con una solución de 
estreptavidina-peroxidasa (SA-POD) en una concentración 6 µg/ml en PBS-Tween 
0,05% y se dejó incubando 1 hora en agitación. Luego de hacer 3 lavados con 
PBS-Tween 0,05% se reveló con una solución de α-cloronaftol o de 3,3’-
diaminobencidina (DAB). 
III.3.3.1. Protocolo de revelado 
Se reveló con uno de los siguientes protocolos alternativos: 
1. α-cloronaftol: se mezcló solución A con solución B en el momento del 
revelado y se agregó a la biblioteca. Se dejó reaccionar 5 minutos en 
agitación. Para cortar la reacción se filtró la mezcla reactiva y se lavó con 
PBS.  
a. Solución A: 3 mg de α-cloronaftol en 1 ml de CH3OH 
b. Solución B: 4 ml de PBS + 20 µl de H2O2 20 V 
 
2. DAB: se disolvieron 5 mg de DAB en 7 ml de H2O destilada + 10 µl de H2O2 
20 volúmenes en el momento de usar. Se dejó actuar 5 minutos y se lavó 
con H2O destilada 3 х 1 min. 
 
Etapas Reactivos Ciclos 
1 DCM 1 х 5 min 
2 DMF 2 x 2 min 
3 DMF:H2O (7:3) 1 x 2 min 
4 DMF:H2O (5:5) 1 x 2 min 
5 DMF:H2O (3:7) 1 x 2 min 
6 H2O 3 x 2 min 
7 PBS 1 x 1 min; 1 x 10 min 
 Tabla III-4. Secuencia de cambio de solvente orgánico a acuoso 
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III.3.4. Aislamiento y lavado de bolillas 
Las bolillas se aislaron o bien manualmente, utilizando el microscopio 
estereoscópico de fluorescencia Leica (Figura III-3) o de manera automatizada por 
el COPAS BIO-BEAD (Figura III-5). 
En el caso del aislamiento manual se depositó una alícuota de biblioteca en 
una placa de vidrio transparente con cavidades de 1,5 mm de profundidad y 15 de 
diámetro (Figura III-9) y se agregaron unos pocos microlitros de PBS para que las 
bolillas se encuentren hidratadas. En el caso de haber realizado el screening con 
FSH-biotina, se aislaron las bolillas coloreadas violetas o marrones luego de 
realizar la reacción de revelado con α-cloronaftol o DAB respectivamente. En el 
caso de haber hecho el screening con FSH-Tx se aislaron las bolillas que 
presentaron fluorescencia en forma de halo rojo fluorescente (Figura III-10). Para 
aislar las bolillas positivas se usaron agujas hipodérmicas. Se lavaron las bolillas 
positivas en forma secuencial con los solventes indicados en la Tabla III-5. 
 
 
Figura III-9. Placa de vidrio y agujas hipodérmicas para realizar el screening  
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Figura III-10. Bolillas vistas bajo el microscopio estereoscópico de fluorescencia 
Leica. A la izquierda se ven 3 bolillas positivas teñidas de violeta por el revelado con α-cloronaftol. 
A la derecha se ven bolillas fluorescentes por el Texas Red acoplado a la rhFSH. En medio de la 
imagen se ve una bolilla con halo fluorescente. 
 
Cuando se usó el equipo COPAS BIO-BEAD, se preparó una suspensión de 
aproximadamente 50 bolillas por ml de solvente comercial COPAS GP Sheat 
reagent y se colocó una porción de la suspensión en la copa de la muestra. La 
región de selección (gate) se definió en base al tiempo de vuelo (que está 
relacionado directamente con el tamaño de las bolillas) y a la intensidad de la 
fluorescencia roja. Para la excitación de los fluoróforos se usó un láser de Argon 
de 514 nm. El filtro de emisión usado para la medida de fluorescencia fue de 615 
nm con un ancho de banda de 20 nm. Todas las bolillas seleccionadas se 
transfirieron a una placa de Petri y se examinaron bajo un microscopio 
estereoscópico de fluorescencia. Allí se realizó una segunda selección aislando 
sólo aquellas bolillas que presentaron halos fluorescentes, y descartando aquellas 
que presentaran fluorescencia homogénea. 
Aquellos parámetros a estandarizar fueron el nivel de fluorescencia de las 
bolillas y el tamaño de las mismas. Una vez establecidos esos parámetros, sólo 
fueron seleccionadas las bolillas que cumplieran con estos criterios. En cuanto a la 
fluorescencia de las bolillas se seleccionaron en un grupo aquellas con intensidad 
intermedia y otro grupo con alta intensidad de fluorescencia. 
Una vez aisladas, las bolillas se lavaron para acondicionarlas para el 
posterior análisis del péptido inmovilizado por espectrometría de masas en forma 
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secuencial con los solventes que se indican en la Tabla III-5 de manera tal de 
desorber el complejo rhFSH-Tx.  
 
Etapas Reactivos Ciclos 
1 H2O 5 x 1 min 
2 AcH/MeCN/H2O (3:4:3) 1 x 10 min 
3 MeCN/H2O (7:3) 1 x 10 min 
4 MeCN (5:5) 5 x 1 min 
5 DCM 5 x 1 min 
Tabla III-5. Lavado de bolillas positivas para su acondicionamiento para MS 
 
III.3.5. Separación del péptido de la bolilla 
La liberación del péptido de la resina se realizó mediante la amonólisis en 
fase gaseosa. Se colocaron las bolillas aisladas en micro tubos por separado, los 
cuales se depositaron en un desecador conjuntamente con un vaso de precipitado 
que contenía una solución 28% de NH4OH. Se incubó durante 16 horas. Los 
péptidos liberados se eluyeron de cada bolilla con 10 µl de AcOH:CH3CN:H20 
(3:4:3) durante 16-24 horas (Camperi et al., 2014). 
 
 
 
 
Figura III-11. Clivaje de las bolillas por amonólisis. Las bolillas en microtubos son puestas 
en un desecador con una solución 28-30% de NH4OH durante por lo menos 16 horas. 
 
NH
4
O
H 
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Figura III-12. Hidrólisis del péptido de la bolilla. 
 
III.3.6. Análisis de MALDI MS 
La identificación de los péptidos provenientes de cada bolilla de resina se 
realizó por espectrometría de masas en tándem (MS/MS) por ionización láser 
asistida por matriz (MALDI) en un equipo Ultraflex II TOF/TOF (Bruker Daltonics 
GmbH. Leipzig, Alemania) o en un equipo MALDITOF 4700 Proteomics Analyzer 
instrument (Applied Biosystems, Foster City, CA, U.S.A.). El análisis se realizó 
según Martínez-Ceron et al. (Martínez-Ceron et al., 2010). Se sembró una 
alícuota de 1 μl del péptido eluído en la placa de acero inoxidable (Figura III-13). 
Se dejó secar a temperatura ambiente y luego se agregó sobre muestra 1 μl de 
solución de CHCA 4 mg/ml en CH3CN:H2O (1:1) con 0,1% TFA y dopado con 20 
mM de serina (método de depósito de capas secas sucesivas) (Nishikaze & 
Mituso, 2007). Los espectros de masa fueron adquiridos en modo reflectron ion 
positivo. Los espectros de masa en tándem fueron obtenidos usando el modo 
MS/MS ion positivo. 
 
III.3.7. Análisis de las secuencias 
Se estudiaron los péptidos obtenidos del screening de las bibliotecas 
combinatorias peptícias. Se evaluó tanto la frecuencia de aparición de cada 
péptido como la frecuencia de aparición de los aminoácidos en cada posición. 
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Figura III-13. Placa de acero inoxidable para MALDI 
 
III.3.8. Búsqueda de ligandos peptídicos con afinidad por la 
rhFSH por medio de estudios del sitio de unión de la 
hormona con su receptor 
Se buscó ligandos provenientes del sitio de unión de la rhFSH con su 
receptor con afinidad ya comprobada. Esta vez la búsqueda no se centró en los 
aminoácidos intervenientes en la unión, sino directamente en péptidos enteros 
provenientes tanto del exodominio como de los exoloops del endodominio del 
receptor. De los péptidos encontrados nos enfocamos en aquellos que además de 
buena afinidad reportada, fuesen cortos como para sintetizar químicamente en 
nuestro laboratorio. 
 
III.3.9. Síntesis de los péptidos candidatos como ligandos de 
afinidad 
Los péptidos que resultaron candidatas como ligandos de afinidad fueron 
resintetizados en mayor cantidad y acoplados a una matriz cromatográfica para 
ser evaluados como ligandos de afinidad para la purificación de rhFSH. 
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La síntesis de los péptidos se realizó en la resina RinkAmide (resina a base 
de poliestireno-PS; 0,35 mmol/g), utilizando la química Fmoc. Esta resina permite, 
en simultaneo, la eliminación de los grupos protectores de las cadenas laterales y 
la hidrólisis del péptido desde la resina (Songster & Barany, 1997).  
Los péptidos seleccionados fueron modificados en su extremo carboxilo, 
reemplazando la Gly del brazo espaciador por una Lys o Cys, dependiendo a la 
resina que se acople. 
Tanto la síntesis manual de los péptidos como cualquier otra 
manipulación en fase sólida se realizaron en jeringas de polipropileno con filtros de 
polietileno. Los solventes y reactivos solubles fueron eliminados por succión. 
Los péptidos se sintetizaron utilizando la estrategia Fmoc con un exceso 3 eq de 
aminoácidos en cada paso de acople y empleando DIPEA/TBTU como agentes 
acoplantes. La eliminación del Fmoc se realizó con piperidina/DMF (1:4). Los 
lavados entre los pasos de desprotección, acople y nuevas desprotecciones se 
realizaron con DMF y CH2Cl2. Después de completar la elongación, los péptidos 
se separaron de la resina y se eliminaron los grupos protectores de las cadenas 
laterales por tratamiento con una mezcla de TFA/TIS/H2O (95:2.5:2.5) durante 2 h. 
Los péptidos se recuperaron por precipitación en éter frío. El precipitado se 
disolvió en MeCN/H2O (1:1) y se liofilizó. 
III.3.9.1. Síntesis de péptidos ramificados 
Para la síntesis de péptidos ramificados se acopló a continuación del brazo 
espaciador, una lisina doblemente protegida con Fmoc. De esa manera, al 
desproteger con piperdina:DMF (20:80) tanto el extremo N-terminal como el grupo 
ε-amino de la cadena lateral quedaron libres y accesibles a la incorporación de un 
nuevo aminoácido. A partir de esta instancia la síntesis se realizó agregando el 
doble de equivalentes de aminoácido y de reactivos acoplantes, ya que los 
acoples se produjeron en simultaneo en las dos ramas. 
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III.3.10. Acople de los péptidos a una matriz cromatográfica 
Aquellos péptidos positivos que fueron elegidos para ser testeados 
cromatográficamente se acoplaron a una matriz cromatográfica. 
Cada péptido fue inmovilizado en la misma orientación en la cual se 
encontraba en la biblioteca en el momento de su selección. Es decir, con el 
extremo carboxilo terminal unido a la matriz. Para orientar adecuadamente el 
péptido se adicionó en su extremo carboxilo un aminoácido con un grupo funcional 
reactivo. En aquellos péptidos que no tenían Lys en su secuencia se adicionó una 
Lys en el carboxilo y se acetiló el amino terminal. Esos péptidos se acoplaron a la 
resina NHS-Agarose (Thermo Sicentific) (Figura III-14). La N-hidroxisuccinimida 
(NHS) reaccionó específicamente con el grupo amino libre de la Lys. 
En aquellos péptidos que tenían Lys en su secuencia, se adicionó Cys en el 
extremo carboxilo y se inmovilizaron a través del sulfidrilo a la matriz SulfoLink 
(Thermo Sicentific). Cabe aclarar que en la biblioteca no se utilizó Cys como 
bloque de construcción. 
 
III.3.10.1. Acople de péptidos con Lys en el extremo carboxilo 
El acople se realizó mediante la reacción de los grupos funcionales N-
hidroxisuccinimida (NHS) con la amina primaria libre de la Lys del extremo 
carboxilo. Se agregó 1 ml de NHS-Sepharose a una jeringa de polipropileno con 
filtro de poliestireno y se lavó 5 veces con dimetilsulfoxido (DMSO). Se disolvieron 
90 µmoles del péptido en 500 µl de DMSO y se agregaron a la matriz 
conjuntamente con 90 µmoles de trietilamina. Se incubó en agitación moderada 
durante 4 horas a temperatura ambiente. Se lavó 4 veces con DMSO y 
posteriormente se agregaron 50 µl de etanolamina en 450 µl de DMSO, dejando 
reaccionar durante 30 minutos. Finalmente, se lavó la matriz con DMSO:H2O (7:3; 
5:5; 3:7) y con H2O. La matriz se guardó en etanol 20% a 4°C. 
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Figura III-14. Grupo N-hidroxisuccinimida (NHS) unido a una matriz. 
 
III.3.10.2. Acople de péptidos con Cys en el extremo carboxilo 
La matriz SulfoLink se usó para acoplar los péptidos con Cys en el C-
terminal. Esta resina es sensible a la luz por lo que se envolvió la jeringa de 
polipropileno en papel de aluminio. En cuanto al péptido liofilizado se disolvió al 
momento de agregarlo a la matriz, para evitar la oxidación del grupo sulfhidrilo. 
El acople de cada uno de los péptidos a la matriz se llevó a cabo según los 
protocolos de Thermo Scientific (ThermoScientific, 2011). Se equilibró la resina 
con 4 volúmenes de resina de buffer de acople (50 mM Tris, 5 mM EDTA-Na, pH 
8.5). Se disolvió un exceso 3 eq del péptido en 1 ml de buffer de acople. Se incubó 
con agitación a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar la resina 3 
veces con buffer de acople, se bloquearon los grupos iodoacetilos sin reaccionar 
con el agregado de la solución de bloqueo (50 mM cisteina en buffer de acople). 
Se incubó una hora en agitación y se lavó con NaCl 1M. La resina se lavó 5 veces 
con etanol 20% y se almacenó con la misma solución a 4°C. 
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Figura III-15. Reacción de acople de un péptido a la resina SulfoLink 
 
III.3.11. Cromatografías 
La matriz cromatográfica se empaqueto en columnas Sigma de 0,5 cm x 5 
cm. Se agregaron a las columnas 0,5 ml de matriz. Para el correcto 
empaquetamiento se hizo presión negativa desde la parte inferior de la columna 
con una bomba peristáltica a un flujo de 2 ml/min. Se equilibró la columna con 20 
volúmenes de muestra de buffer de adsorción (buffer de fosfatos 20 mM pH 5,6 + 
Met 0,5 mM) y luego se sembró 1 ml de muestra acondicionada, ya sea rhFSH 
pura o con los contaminantes del medio de cultivo (rhFSH-P1). La elución se 
realizó con un cambio de pH usando un buffer de fosfatos 20 mM pH 7,4 con Met 
0,5 mM. Tanto la muestra, como los diferentes buffers fueron agregados mediante 
el uso de una bomba peristáltica a un flujo de 0,25 ml/min. Se colectaron 
fracciones de 1 ml y se midieron en 280 nm. 
Los buffers de adsorción y elución fueron optimizados habiéndose probado:  
 Buffer citrato 50 mM pH 4,0 
 Buffer citrato 50 mM pH 5,0 
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 Buffer de fosfatos 20 mM pH 5,0 
 Buffer de fosfatos 20 mM pH 5,4 
 Buffer de bicarbonato 20 mM pH 5,5 
 Buffer de fosfatos 20 mM pH 5,6 
 Buffer de fosfatos 20 mM pH 5,8 
 Buffer de fosfatos 20 mM pH 5,8, NaCl 0,25 M 
 Buffer de fosfatos 20 mM pH 6,2 
 Buffer de fosfatos 20 mM pH 6,9 
 Buffer de fosfatos 20 mM pH 7,2 
 Buffer de fosfato 20 mM pH 7,2, NaCl 0,25 M 
 Buffer de fosfatos 20 mM pH 7,5 
 Buffer de fosfatos 20 mM pH 8,2 
 Buffer de fosfatos 20 mM pH 8,5 
 Buffer Tris/AcH 50 mM pH 9,0 
 
III.3.12. SDS-PAGE 
Se realizaron las electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato 
de sodio (SDS-PAGE) según Laemmli (Laemmli, 1970). El buffer de muestra se 
formuló sin agente reductor y las muestras no fueron calentadas para su 
desnaturalización, para evitar la separación de las cadenas del heterodímero de la 
rhFSH. La tinción se realizó con Coomasie Blue R-250 según método estándar.  
III.3.12.1. Tinción argéntica 
El protocolo utilizado fue una adaptación del descripto por Schägger 
(Schägger, 2006). Los geles, previamente teñidos con Coomasie Blue, se 
destiñeron con una solución NH4HCO3 50 mM en metanol 50%. Se realizaron 3 
incubaciones de 30 minutos y una última overnight hasta desteñir completamente 
el gel. Al día siguiente se realizaron un par de lavados con agua destilada y se 
sensibilizó el gel con una solución Na2S2O3 0,005% durante 3 horas en agitación 
suave. Sin lavar, se agregaron 50 ml de una solución AgNO3 0,1% y se dejó 
nuevamente 3 horas en agitación suave. El excedente de plata se removió con un 
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par de lavados con agua destilada. Se reveló el gel al agregar una solución 
Na2CO3 2% y formaldehido 0,036% hasta la visualización de las bandas (2-5 min). 
La reacción se detuvo con el agregado de una solución de EDTA 50 mM. 
 
III.3.13. Ensayo de mapeo peptídico 
Con el objeto de identificar la rhFSH en el eluído, se tomó una alícuota de 0,5 
ml del eluído de la cromatografía. Se redujo la muestra con ditiotreitol (DTT) 20 
mM a 56°C durante 45 minutos. Luego se digirió con tripsina a 37°C overnight de 
manera de tener una serie de péptidos característicos de la rhFSH. Al digerido con 
tripsina se lo desalo con Zip-Tip C18. Las muestras se concentraron en un 
concentrador centrífugo con vacío (Speed Vac) y se resuspendieron en 10 µl de 
ácido fórmico 0,1%. 
Los péptidos se separaron por cromatografía líquida con un equipo 
nanoHPLC modelo EASY-nLC 1000 (Thermo Scientific) usando una columna C18, 
(2.6 µm, 150ª, 75 µm x 150 mm) termostatizada a 35°C. El volumen inyectado fue 
de 2 µl, y para establecer los gradientes se prepararon una solución de agua con 
0,1% de ácido fórmico (solución A) y una de acetonitrilo con 0,1% de ácido fórmico 
(solución B). Se usó el programa de la siguiente tabla (Tabla III-6): 
 
Tiempo (min) Flujo (nl/min) B% 
0,00 300 5 
110,00 300 35 
111,0 300 95 
120,0 300 95 
Tabla III-6. Programa de gradiente del nanoHPLC 
 
Se trabajó con un cromatógrafo acoplado a un espectrómetro de masas, 
modelo Q-Exactive (Thermo Scientific), con tecnología Orbitrap, lo que permitió en 
primer lugar una separación de los péptidos obtenidos por digestión con tripsina 
de la muestra y una posterior identificación de los mismos. La ionización de las 
III-41 
 
muestras se realizó por electrospray con un equipo Easy-Spray (Thermo Scientific) 
usando un voltaje de 3,5 kV. El analizador fue un modelo Q-Exactive (Thermo 
Scientific) el cual es un analizador híbrido cuadrupolo-Orbitrap. La configuración 
del equipo permite que la identificación de los péptidos se realice al mismo tiempo 
que éstos se separan por cromatografía, obteniendo un espectro de masas 
completo (Full MS) y el espectro de masas en tándem (MS/MS) de los iones 
seleccionados. Así, los iones padres seleccionados son fragmentados para 
obtener los espectros MS/MS que permiten la identificación de los péptidos. En 
cada ciclo el equipo hace un Full MS y luego hace MS/MS seleccionado los iones 
correspondientes a la relación masa/carga con mejor señal ruido en ese ciclo, con 
un rango de exclusión dinámico para disminuir el número de veces que un mismo 
péptido es fragmentado a lo largo de su elución del cromatograma. 
 
El análisis de los datos obtenidos se realizó con el programa Proteome 
Discoverer v1.4 (Thermo Scientific), comparando con la base de datos para la 
secuencia de la hFSH. Se incluyeron los péptidos con modificaciones dinámicas 
(oxidación) y estáticas (carbamidometilación). 
 
III.3.14. Capacidad dinámica 
La capacidad dinámica de adsorción de una proteína (adsorbato) a una 
matriz cromatográfica (adsorbente) se determina bombeando continuamente la 
muestra que contiene el adsorbato a una columna rellena con la matriz hasta que 
el adsorbato comience a aparecer a la salida de la misma indicando que se ha 
agotado su capacidad disponible. La variación de la concentración de adsorbato a 
la salida de la columna en función del tiempo se conoce como curva de 
breakthrough, y la medida de una curva de breakthrough para dicho sistema se 
denomina análisis frontal. Generalmente en una cromatografía preparativa se 
finaliza el cargado de la columna cuando la concentración de la proteína a 
adsorber a la salida de la misma supera un cierto nivel, sobre el cual una cantidad 
considerable de adsorbato pasa a través de la columna sin ser adsorbido 
(generalmente 10 %). La cantidad de adsorbato que se puede aplicar a la columna 
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antes de que se supere dicho nivel (10%) se denomina capacidad dinámica 
(Chase, 1984). Se bombeó a un flujo constante la muestra de rhFSH-P1 
acondicionada en buffer de fosfatos 20 mM pH 5,6 con 0,5 mM Met a través de la 
columna cromatográfica y se midió la absorbancia en 280 nm a la salida de la 
misma. Se trabajó con 0,5 ml de resina. Se recolectaron fracciones de 1 ml. 
Además de medir la absorbancia en 280 nm de cada fracción colectada, se midió 
la cantidad de rhFSH en las mismas mediante HPLC en fase reversa (C4). La 
cuantificación de rhFSH por HPLC fue previamente validada frente a un ensayo de 
ELISA. En base a los valores obtenidos en este último ensayo es que se obtuvo la 
curva de breakthrough. 
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III.4. Resultados y discusión 
III.4.1. Resultados preliminares con bibliotecas preexistentes 
Los primeros screenings realizados fueron con las bilbiotecas XXXFXXAG, 
donde X=A, D, E. F, H, L, N, P, S, T; y la biblioteca XXEXXRGAG, donde X=A, D, 
E. F, H, I, K, L, N, P, Q, R, S, T, V, Y. Ambas bilbiotecas ya habían sido 
construidas con anterioridad para otras proteínas blanco. A partir de cada bolilla 
de resina seleccionada de los screening de la biblioteca se obtuvo una secuencia 
peptícia por MALDI TOF/TOF. De los screenings con FSH-biotina y SA-POD se 
obtuvieron las siguientes secuencias: 
 
Secuencias obtenidas a partir del screening con SA-POD 
HHEAHRGAG HHEAKRGAG HHEANRGAG HHEDLRGAG 
HHEFTRGAG HHEGPRGAG HHEGSRGAG HHEHERGAG 
HHEHGRGAG HHEHNRGAG HHEHSRGAG HHEKKRGAG 
HHEKLRGAG HHEVSRGAG HHEKNRGAG HHELARGAG 
HHELERGAG HHELGRGAG HHELNRGAG HHELTRGAG 
HHENARGAG HHENPRGAG HHENRRGAG HHENTRGAG 
HHEPGRGAG HHEPTRGAG HHERFRGAG HHERPRGAG 
HLEDERGAG HSEHHRGAG RYELERGAG DDELPRGAG 
EEEDDRGAG NPEHERGAG NPEHQRGAG QPEYRRGAG 
QPEYRRGAG HFNFFHAG HFAFHLAG HFEFADAG 
Tabla III-7. Secuencias obtenidas a partir del análisis por MALDI-TOF MS de las bolillas 
positivas seleccionadas de una porción de las bibliotecas combinatoria XXXFXXAG y 
XXEXXRGAG con FSH-biotina, SA-POD y revelando con α-cloronaftol. En negrita se destacan 
aquellas secuencias encontradas por duplicado 
 
Estos primeros resultados sirvieron de puntapié para evaluar que 
aminoácidos parecían ser más importantes en la interacción con la FSH (debido a 
su frecuencia de aparición) y así diseñar una biblioteca más específica para la 
hormona en estudio. Basado en los datos de las secuencias se diseñó una 
biblioteca con la siguiente estructura: Ac-HXXXXXGAG. Se realizó el screening de 
la biblioteca y se obtuvieron bolillas que se secuenciaron por MALDI TOF/TOF, 
dando las siguientes secuencias: 
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Secuencias obtenidas a partir del screening con SA-POD 
HFLFPRGAG HHERRRGAG HHEDLRGAG HNFFSRGAG 
HFLFRGGAG HHEFTRGAG HNFRLFGAG HALFRLGAG 
HFLFRHGAG HHETPRGAG HNGRFFGAG HEFRTSGAG 
HFLRLLGAG HHEGPRGAG HHEVSRGAG HNLEHPGAG 
HFFAFRGAG HFLRTLGAG HHEYPRGAG HNLFRLGAG 
HFFARTGAG HFLRTTGAG HHEGSRGAG HLEDDRGAG 
HPFARLGAG HFFASRGAG HFLTRFGAG HHEHERGAG 
HLEDERGAG HPFFPRGAG HFFFGRGAG HFNRPEGAG 
HHEHGRGAG HLFARFGAG HPFHLRGAG HFFFRNGAG 
HFPFRTGAG HHEHNRGAG HLFFGRGAG HFFHRPGAG 
HFPLLRGAG HHEHSRGAG HLFFRNGAG HPFHRPGAG 
HFFPRPGAG HFRFLGGAG HHEKKRGAG HLFFSRGAG 
HPFPFRGAG HFRFPFGAG HLFNRFGAG HPFRFAGAG 
HFRGLFGAG HHEKLRGAG HLFRALGAG HFFRATGAG 
HFRHPEGAG HLFRFPGAG HPGFLRGAG HFFRFRGAG 
HFSRFGGAG HHELARGAG HLFRHFGAG HPGRLLGAG 
HFFRGFGAG HFTRFGGAG HHELERGAG HLFRNFGAG 
HPLFFRGAG HFFRHFGAG HFTRFLGAG HHELGRGAG 
HLFRTLGAG HPLFNRGAG HFFRSFGAG HFTRLFGAG 
HPLFRAGAG HLFSLRGAG HPLFRLGAG HFFTRRGAG 
HGFFRLGAG HLHRFFGAG HPLRFEGAG HFGFRLGAG 
HHENPRGAG HLLARFGAG HPPFFRGAG HGLLRFGAG 
HLLFGRGAG HRHFPRGAG HFGRLFGAG HGPFFHGAG 
HHENTRGAG HLLFRGGAG HRLFGFGAG HFGRLLGAG 
HGRFGFGAG HHEPGRGAG HLLRPFGAG HRNPFFGAG 
HHEAHRGAG HLPRLFGAG HSASFFGAG HFLFNRGAG 
HLRGLFGAG HLTRFFGAG HRRRSPGAG HRRNLLGAG 
HRNSLNGAG HRNSARGAG HRLNLRGAG HRLFPLGAG 
HRHRPPGAG HRGTNRGAG HRALLFGAG HPFFNRGAG 
HNTFFLGAG HNRTHTGAG HNFRRTGAG HLRANLGAG 
HLHLSFGAG HLFRRRGAG HLFGRRGAG HLAFFHGAG 
HHSRFGGAG HHRRHRGAG HGHRFRGAG HGEFLRGAG 
HFLRTFGAG HFFPHFGAG HFFHRFGAG HFFFSRGAG 
Tabla III-8. Secuencias obtenidas a partir del análisis por MALDI-TOF MS de las bolillas 
positivas seleccionadas de una porción de las bibliotecas combinatoria Ac-HXXXXXGAG 
con FSH-biotina y FSH-Tx. En negrita se destacan aquellas secuencias encontradas por 
duplicado. 
 
Con los datos de las secuencias de los diferentes screenings (secuencias 
repetidas y frecuencia de aminoácidos por posiciónes variables) se seleccionaron 
los péptidos a ser evaluados como ligandos de afinidad. Para ello se resintetizaron 
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en mayor cantidad los ligandos peptídicos seleccionados para su posterior 
inmovilización en resinas cromatográficas. Como criterios de selección se 
consideraron aquellos péptidos con patrones en común y aquellos donde la 
secuencia aparecía más de una vez. Los péptidos seleccionados fueron los que 
aparecen en la Tabla III-9. Se controló la pureza de los péptidos mediante HPLC 
Figura III-19).  
Los péptidos se acoplaron a 1 ml de NHS-Sepharose. Para tal propósito se 
sustituyó en la síntesis la Gly C-terminal por una Lys, para acoplar a la resina. Un 
vez acoplados a la resina cromatográfica se probaron diferentes condiciones de 
pH y de fuerza iónica en principio para establecer aquella condición óptima para la 
adsorción. 
 
Secuencia Motivo de selección 
1.HFGFRLGAK Secuencia repetida en los screening con biotina de Ac-HXXXXXGAG 
2.HGFFRLGAK Secuencia repetida en los screening con biotina de Ac-HXXXXXGAG 
3.HLFRTLGAK Secuencia repetida en los screening con biotina de Ac-HXXXXXGAG 
4.HFGRLFGAK Secuencia representativa en los screening de Ac-HXXXXXGAG 
5.HRLFGFGAK Secuencia representativa en los screening de Ac-HXXXXXGAG 
6.HHEFTRGAK Secuencia repetida en los screening con biotina de XXEXXRGAG 
7.HHEGPRGAK Secuencia repetida en los screening con biotina de XXEXXRGAG 
8.HHERRRGAK Secuencia repetida en los screening con biotina de XXEXXRGAG 
9.HFLRLLGAK Secuencia repetida en los screening con biotina y FSH-Tx de Ac-HXXXXXGAG 
10.HRLNLRGAK Secuencia repetida en los screening con FSH-Tx de Ac-HXXXXXGAG 
11.HGEFLRGAK Secuencia repetida en los screening con FSH-Tx de Ac-HXXXXXGAG 
12.HLHLSFGAK Secuencia repetida en los screening con FSH-Tx de Ac-HXXXXXGAG 
Tabla III-9. Péptidos seleccionados para probar cromatograficamente 
 
III.4.1.1. Cromatografías con BSA y rhFSH pura 
Se probaron diferentes buffers de adsorción siendo el buffer de elución el 
mismo que utilizado para la adsorción pero con el agregado de 2 M de NaCl y 20% 
etilenglicol. Los buffers ensayados fueron fosfatos y citratos a diferentes pH y 
diferentes condiciones de fuerza iónica. Inicialmente se probaron pH neutros y 
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ácidos. Nunca se probó un pH por debajo de 4 ya que en esas condiciones la 
hormona heterodimérica se disocia.  
Los primers ensayos se hicieron en batch mezclando 200 µl de rhFSH pura 
disuleta en buffer de adsorción con 1 ml de matriz cromatográfica. La suspensió 
de dejó agitando a temperatura ambiente durante 1 hora. Finalmente, por filtración 
se recuperó el eluído y se calculó el porcentaje de rhFSH adsorbida a cada matriz. 
Se seleccionaro aquellas matrices que mostraron mayor porcentade de adsorción.  
Con el agregado de 100 mM NaCl la adsorción disminuyó drásticamente, lo 
que indicó que la adsorción de la rhFSH a los diferentes péptidos se daba 
principalmente por interacciones electrostáticas. Sin embargo, a pH neutro 
también se observó una muy buena adsorción de BSA. Demostrando que la 
interacción entre el ligando y la rhFSH no era específica. 
Teniendo estos resultados preliminares y una vez inmovilizados los 12 
péptidos en NHS-Sepharose se hicieron cromatografías en el rango buffer del 
sistema HPO3
-/H2PO3
2- (6,2-8,2). Como se describe en la Tabla III-10, a pH 8,2 la 
adosrción fue muy baja. Casi todos los péptidos mostraron mejor afinidad a pH 7, 
disminuyendo drásticamente al aumentar el pH y también al descender el mismo, 
aunque en menor medida. Por otro lado, los péptidos 6 y 10 mostraron un 
comportamiento diferente, ya que presentaron un aumento en la adsorción de la 
rhFSH al disminuir el pH. 
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 Porcentaje de adsorción de rhFSH 
Péptido/Buffer 
Buffer de fosfatos pH 
6.2 
Buffer de fosfatos pH 
7.2 
Buffer de fosfatos pH 
8.2 
1. HFGFRLGAK 57 98 3 
2. HGFFRLGAK 55 78 7 
3. HLFRTLGAK 38 62 16 
4. HFGRLFGAK 45 58 18 
5. HRLFGFGAK 76 83 36 
6. HHEFTRGAK 70 66 7 
7. HHEGPRGAK 64 91 13 
8. HHERRRGAK 67 92 33 
9. HFLRLLGAK 64 72 28 
10. HRLNLRGAK 80 55 28 
11. HGEFLRGAK 74 74 26 
12. HLHLSFGAK 51 67 19 
Tabla III-10. Cromatografías en buffer HPO3
-
/H2PO3
2- 
a diferentes pH. En amarillo se 
resaltan las mejores condiciones para cada péptido ensayado 
 
III.4.1.2. Cromatogramas con rhFSH con los contaminantes del 
medio de cultvo de células CHO (rhFSH-P1) 
Una vez hechas las cromatografías con la rhFSH pura se procedió a hacerlas 
con la rhFSH con los contaminantes del medio de cultivo de células CHO.  
Se hicieron las cromatografías con aquellos péptidos que tuvieron mejores 
resultados preliminares con la rhFSH pura, es decir los péptidos 1, 7, 8 y 10. El 
buffer de adsorción fue el que había resultado óptimo en el paso anterior (buffer de 
fosfatos 20 mM pH 7,2 para los péptidos 1, 7 y 8; y buffer de fosfatos 20 mM pH 
6,2 para el péptido 10). Se realizó el cambio de buffer de la muestra por 
cromatografía de exclusión molecular con alto grado de entrecruzamiento 
(columnas PD-10) 
Las diferentes fracciones cromatográficas se evaluaron por medio de geles 
de SDS-PAGE. Así, se determinó la pureza de las fracciones eluídas de las 
cromatografías con ligandos peptídicos de afinidad y la selectividad del proceso.  
Cuando se reveló el SDS-PAGE, en la calle del gel donde se había 
sembrado el estándar de rhFSH pura se visualizaron dos bandas muy cercanas en 
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la zona correspondiente a la mitad del peso molecular de la hormona. Esto dio 
indicios de que, en estas condiciones del gel, la rhFSH se estaba disociando, por 
lo que se tuvieron que poner a punto las condiciones para realizar el SDS-PAGE 
evitando la disociación de la hormona. Se ensayaron diferentes condiciones, 
analizando el impacto del uso o ausencia de agente reductor en el loading buffer, y 
también la influencia del proceso de desnaturalización por calor (95°C durante 5 
minutos) de las proteínas (Figura III-16). La única condición en donde la rhFSH no 
se disoció fue cuando no se calentó la muestra y no se agregó agente reductor en 
el loading buffer. 
 
 
Figura III-16. Puesta a punto de las condiciones para SDS-PAGE. En todas las calles se 
sembró rhFSH pura en diferentes condiciones. El gel fue revelado con tinción argéntica. La 
siembra del gel fue la siguiente: Calle 1. Marcador de peso molecular; Calle 2. Loading buffer con 
DTT, muestra calentada a 95°C durante 5 min; Calle 3. Loading buffer con DTT, muestra sin 
calentar; Calle 4. Loading buffer con β-ME, muestra calentada a 95°C durante 5 min; Calle 5. 
Loading buffer con β-ME, muestra sin calentar; Calle 6. Loading buffer sin agente reductor, muestra 
calentada a 95°C durante 5 min; Calle 7. Loading buffer sin agente reductor, muestra sin calentar. 
 
 Una vez puestas a puntos las condiciones de SDS-PAGE, se analizaron las 
fracciones de lavado y elución de las cromatografías de afinidad realizadas con los 
ligandos peptídicos seleccionados. Si bien, esos ligandos habían mostrado 
afinidad por la rhFSH cuando se habían sembrado muestras de la hormona pura, 
al semabrar sobrenadantes de cultivo celular con la rhFSH junto con las proteínas 
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contaminantes, las matrices cromatográficas en dichas condiciones no 
adsorbieron la rhFSH aún utilizando las mismos buffers de adsorción. 
Como se muestra en la Figura III-17, la rhFSH apareció en los lavados y no 
en los eluidos. Los ligandos adsorbieron proteínas contaminantes en dichas 
condiciones y no la rhFSH. Esto va en concordancia con la inespecificidad que 
habíamos observado al tener afinidad también por la BSA. 
Una alícuota de estándar de rhFSH fue callentada a 95°C durante 5 minutos 
para lograr una completa disociación del heterodímero (control de disociación). 
Esta alícuota fue sembrada en el SDS-PAGE para evidenciar si en las demás 
muestras había algún grado de disociación del heterodímero. 
 
 
Figura III-17. SDS-PAGE de las cromatografías con la rhFSH-P1 de las matrices con los 
diferentes péptidos inmovilizados. Calle 1.Estándar de rhFSH; Calle 2. Control de disociación; 
Calle 3. Lavado de la matriz 1; Calle 4. Eluido de la matriz 1; Calle 5. Lavado de la matriz 7; Calle 
6. Eluido de la matriz 7; Calle 7. Lavado de la matriz 8; Calle 8. Eluido de la matriz 8; Calle 9. 
Lavado de la matriz 10; Calle 10. Lavado de la matriz 10. 
 
Al realizar los screenings de las bibliotecas sólamente con la rhFSH pura 
marcada, no logramos seleccionar ligandos selectivos que eviten la adsorción de 
las proteínas contaminantes del medio de cultivo (HCP’s). Los resultados 
obtenidos demostraron la falta de selectividad y afinidad de los ligandos. Es por 
esto que se decidió hacer ensayos de screening con mayor grado de astringencia. 
Se disminuyó la concentración de FSH-biotina/FSH-Tx de 1 a 0,5 µM, y de 3 a 1,5 
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µM respectivamente, y se usó una solución 5 µg/ml de SA-POD en el caso de 
haber usado FSH-biotina. Además, agregamos un segundo paso de bloqueo con 
HCP’s.  
Cuando en el screening se usa rhFSH-biotina y posterior identificación con 
SA-POD, existe la posibilidad de seleccionar bolillas de resina con péptidos con 
afinidad por este últmio complejo. Para eliminar dichas bolillas, se incubó 
previamente la biblioteca con SA-POD para eliminar las bolillas con afinidad por 
dicho complejo (Fasos positivos: FP) y luego con el resto de la biblioteca se hizo el 
screening con la rhFSH-biotina. De los screenings con ambas bibliotecas con 
FSH-biotina se aislaron bolillas, a las que se denominó POS, mientras que las 
bolillas aisladas de los screenings con FSH-Tx se las denominó Tx. 
Se obtuvieron 54 bolillas positivas las cuales fueron secuencias por MALDI 
TOF/TOF. Para corroborar la afinidad de estos péptidos, luego de hacer la 
búsqueda de patrones en común, se decidió resintetizar en ChemMatrix aquellos 
más representativos. Se resintetizaron 7 péptidos provenientes del screening y 
además se seleccionó un péptido FP como control. Cada peptidil-resina fue 
dividida en 3 jeringas de polipropileno y se incubó cada porción con FSH-Tx, FSH-
biotina (seguido de SA-POD) y SA-POD respectivamente. 
 
Péptido Secuencia 
Tx2 HPTRNFGAG 
Tx4 HHPFRFGAG 
Tx21 HTRFRTGAG 
Tx24 HFHFAHGAG 
POS5 HFNRHFGAG 
POS9 HEHGRHGAG 
POS19 HHTFHHGAG 
FP HRGHHNGAG 
Tabla III-11. Péptidos seleccionados de los screening con las nuevas condiciones de 
astringencia. 
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Tres de los 7 péptidos (Tx4, Tx21 y POS9) dieron positivos con SA-POD, por 
lo que quedaron descartados ya que la interacción no fue específica. De los 4 
péptidos restantes ninguno dio positivo tanto con FSH-Tx como con FSH-biotina, 
por lo que tomamos la decisión de descartarlos. 
Llegamos a la conclusión que de los péptidos seleccionados no cumplían con 
los criterios de afinidad y selectividad para la purificación de la rhFSH. Tampoco 
resultó útil la información de estas bibliotecas para construir una nueva, dirigida 
específicamente a la purificación de FSH. Por esto es que nos basamos 
íntegramente en la información bibliográfica acerca del sitio de unión FSH-FSHR 
(ver Introducción de este capítulo) para armar una nueva biblioteca peptídica. 
 
III.4.2. Biblioteca de nonapéptidos 
Se sintetizó la biblioteca de nonapéptidos: Ac-Ala-X1-X2-X3-X4-X5-Val-Ala-Gly. 
En las posiciones variables (X) se utilizaron los aminoácidos: Ala, Glu, Phe, His, 
Leu, Asn, Pro, Arg, Tyr y Thr.  
Si bien en el sitio de unión del FSHR se reportaron Asp150 y Asp153 como 
aminoácidos preponderantes para la unión, se decidió usar Glu en vez de Asp 
debido a que el ácido glutámico disminuye drásticamente la señal de la serie de 
iones ―y‖ en el espectro de masa. Es importante destacar que el cambio D150E o 
D153E está reportado que no afecta la afinidad entre FSH-FSHR. A pesar de 
aparecer Lys en el sitio de unión del receptor, no se incluyó en la biblioteca porque 
interfiere en el acople por el extremo carboxilo a la NHS-Sepharose. En su lugar 
se usaron los otros aminoácidos básicos: His y Arg. Tanto la Leu, Asn, Tyr y Thr 
son aminoácidos importantes en el sitio de unión. La Pro se usó debido a su 
característica de ofrecer giros dentro del péptido, lo que podría conferir mejor 
estabilidad y afinidad a los péptidos. La Phe se agregó a la biblioteca para 
potenciar posibles interacciones hidrofóbicas que contribuyan a la afinidad, 
mientras que la Ala, al ser un aminoácido de bajo peso molecular podría adaptarse 
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mejor espacialmente a ciertos contornos de la hormona. Con ese mismo propósito 
podría haberse usado Gly, pero se decidió usar Ala para balancear la cantidad de 
aminoácidos polares y no polares. 
Aprovechando la disponibilidad del equipo COPAS BIO-BEAD flow sorting 
del Parque científico de Barcelona se realizó un screening de la nueva biblioteca 
con FSH-Tx para aislar las bolillas de forma automática. Se probaron dos 
condiciones de lavado de las bolillas: una con PBS-Tween 0,05% y la segunda 
con PBS-Tween 0,05% + NaCl 0,5 M, para ver si con esta condición más 
astringente se podían disminuir la cantidad de falsos positivos. Las bolillas se 
pasaron por el COPAS y se hicieron 2 selecciones (gates) para cada condición: 
una donde se seleccionaron eventos de intensidad de fluorescencia intermedia y 
otra para eventos de intensidad de fluorescencia alta. Se configuró al equipo para 
que seleccione 100 eventos de cada gate. En total se seleccionaron 400 bolillas, 
que fueron sometidas a una nueva selección donde sólo se aislaron aquellas que 
tenían un halo fluorescente visible, quedando 75 bolillas. De estas 75 bolillas se 
pudo elucidar la estructura peptídica de 48 de ellas. Por análisis estadístico se 
seleccionaron los péptidos más representativos (mayor frecuencia de aminoácidos 
por posición variable), y de modo que hubiese representantes de los 4 grupos 
(Tabla III-12). 
 
Secuencia Grupo 
AcAHPHNPVAG Fluorescencia máx. + NaCl 0,5 M 
AcAHYNHYVAG Fluorescencia máx. + NaCl 0,5 M 
AcATRYAPVAG Fluorescencia máx. + NaCl 0,5 M 
AcANHPFFVAG Fluorescencia máx. sin NaCl 
AcARFPFFVAG Fluorescencia int. + NaCl 0,5 M 
AcAERYRFVAG Fluorescencia int. + NaCl 0,5 M 
AcAHYHNAVAG Fluorescencia int. + NaCl 0,5 M 
AcALRYAHVAG Fluorescencia int. sin NaCl 
Tabla III-12. Péptidos obtenidos del screening con FSH-Tx y aislados por el COPAS 
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Se sintetizaron los péptidos en la resina ChemMatrix. Para confirmar su 
afinidad y selectividad por la rhFSH se los incubó: a) con FSH-biotina y luego con 
SA-POD para su revelado; b) con FSH-Tx y c) sólo con SA-POD. De los 8 
péptidos sólo 1 dio positivo cuando se incubó la rhFSH tanto marcada con biotina 
y Tx y negativo cuando sólo se incubó con el compeljo SA-POD. La secuencia de 
dicho péptido fue: AcAHPHNPVAG. 
Este péptido se resintetizó en resina RinkAmide y luego se acopló a una 
resina cromatográfica. La síntesis se chequeo por MS/MS (Figura III-18) y por 
HPLC (Figura III-19). 
 
 
Figura III-18. Espectro de MS/MS de la secuencia AcAHPHNPVAG. Las llaves marcan la 
fragmentación secuencial con la perdida correspondiente a cada aminoácido que permite elucidar 
la estructura de la parte combinatoria. 
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Figura III-19. HPLC en fase reversa (C18) para controlar la pureza del péptido 
sintetizado. El pico detectado a un tiempo de retención cercano a 5 minutos es el solvente 
(DMSO) mientras que el pico que es detectado a los 11,358 minutos es el correspondiente al 
péptido 
 
Se realizaron 3 cromatografías con la rhFSH pura, ensayando como pH del 
buffer de adsorción 5,8; 7,2 y 8,5. A pH básico casi no hubo adsorción de la 
proteína a la columna, mientras que a pH 5,8 se obtuvo la mejor adsorción. Aun 
así, la adsorción fue sólo del 65,6%. Al bajar aún más el pH a 5,0 no sólo no 
mejoró la adsorción de la rhFSH, sino que empeoró, lo que podría ser debido a un 
cambio conformacional de la hormona a dicho pH. 
Luego se probó el efecto del agregado de NaCl 0,25 M. y se vio que el 
agregado de sales no mejoraba la afinidad de la rhFSH por su ligando por lo que 
se dedujo que las interacciones hidrofóbicas no eran las principales en la 
interacción de la rhFSH con el péptido.  
Con el objetivo de aumentar la afinidad y mejorar la adsorción hicimos un 
péptido ramificado a partir de la incorporación de una Lys, de manera de lograr la 
elongación del péptido desde ambos aminos de la Lys (Figura III-20).  
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Figura III-20. Péptido ramificado a partir de una Lys. 
 
En un primer ensayo cromatográfico con rhFSH pura se obtuvo un 77% de 
adsorción en las mismas condiciones anteriores (buffer de fosfatos 20 mM pH 5,8). 
Sin embargo, dicho péptido no resultó tener la selectividad deseada ya que al 
sembar la rhFSH-P1, en la condición de mejor adsorción para la rhFSH, se 
adsorbieron la mayoría de los contaminantes.  
Así, mediante screenings de bibliotecas combinatorias peptídcas, obtuvimos 
ligandos de afinidad que no mostraron la afinidad y/o selectividad adecuada. Por lo 
tanto, para hallar un ligando cromatográfico adecuado, se plantearaon dos 
estrategias: buscar en bibliografía estudios de la interacción de la FSH con zonas 
del receptor para encontrar algún péptido con afinidad ya comprobada para la FSH 
(que no se haya usado cromatográficamente) y en paralelo poner a punto la 
síntesis de bibliotecas combinatorias cíclicas (Capítulo III) ya que los ligandos 
cíclicos suelen tener mayor afinidad y selectividad que sus contrapartes lineales. 
 
III.4.3. Ligando de afinidad proveniente de bibliografía 
En principio, nuestras referencias bibliográficas para la construcción de las 
bibliotecas combinatorias estaban basadas en la unión de la hFSH con el 
exodominio de su receptor. Sin embargo, otros hallazgos han demostrado que la 
unión con el exodominio está influenciada por residuos del endodominio, estas 
regiones se las denomina exoloops (Ryu et al., 1998). Hay más de un exoloop 
que interviene en la unión, siendo el más corto (11 aminoácidos) y por ende el 
mejor candidato para sintetizar químicamente el exoloop 3. Los estudios 
bibliográficos muestran su influencia tanto en la afinidad como en el rol en la 
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producción de inositol fosfato (IP) y de cAMP (segundos mensajeros producidos 
por la activación del receptor) (Sohn et al., 2002). Sin embargo, como el ligando 
sería usado para cromatografía, sólo se evaluó el dato de afinidad. La misma fue 
determinada por un ensayo de sustitución de aminoácidos, probándose en total 43 
mutantes y la variante salvaje (wild type - wt) (Tabla III-13). 
 
Unión FSH-FSHR. Mutaciones en el exoloop 3 
Mutación Kd (nM) Mutación Kd (nM) Mutación Kd (nM) Mutación Kd (nM) 
wt 4,0 ± 0,5 wt 4,0 ± 0,5 wt 4,0 ± 0,5 wt 4,0 ± 0,5 
L583F 1,4 ± 0,1 I584Y 1,2 ± 0,1 P582F 4,7 ± 1,0 K590F 50,1 ± 11 
L583Y 1,3 ± 0,1 I584P 0,7± 0,1 P582Y 4,3 ± 1,1 K590Y 28,7 ± 
3,8 
L583P 1,6 ± 0,1 I584A 1,3 ± 0,3 P582L 1,9 ± 0,5 K590P 1,9 ± 0,2 
L583A 1,7 ± 0,4 I584C 1,8 ± 0,2 P582A 4,0 ± 1,0 K590A 6,9 ± 2,0 
L583C 3,9 ± 0,5 I584S 1,0 ± 0,1 P582C 2,4 ± 0,5 K590C 5,9 ± 1,2 
L583Q 2,1 ± 0,1 I584Q 0,8 ± 0,1 P582S 4,5 ± 0,3 K590L 7,2 ± 1,6 
L583D 1,2 ± 0,1 I584D 1,3 ± 0,2 P582Q 6,2 ± 1,1 K590S 2,1 ± 0,5 
L583E 1,0 ± 0,1 I584E 1,1 ± 0,1 P582D 3,6 ± 0,3 K590Q 19,6 ± 
2,9 
L583R 1,0 ± 0,1 I584R 1,4 ± 0,1 P582E 6,5 ± 1,6 K590D 1,9 ± 0,4 
L583del 0,9 ± 0,1 I584del 0,8 ± 0,1 P582R 4,1 ± 0,6 K590E 2,9 ± 0,3 
    P582del NS K590R 2,9 ± 0,3 
      K590del 1,6 ± 0,3 
Tabla III-13. Constantes de disociación (Kd) entre el complejo FSH-FSHR influenciadas 
por mutaciones puntuales en el exoloop 3. En negrita se encuentra aquellos con menor Kd 
Adaptado de Sohn et al., 2002. 
 
Viendo los resultados de las Kd, se aprecia que las principales mejoras en su 
valor se dan al sustituir o eliminar los residuos L583 e I584. Esto se explica debido 
a que ambos residuos tienen largas cadenas laterales hidrofóbicas que se 
encuentran expuestas a la superficie y por ende a las moléculas de agua. De los 
44 ligandos testeados, aquellos que dieron menores Kd y por lo tanto mejor 
afinidad fueron las mutaciones I584P, I584Q y la deleción del residuo I584. Esta 
última variante, al tener un residuo menos suponía una síntesis más sencilla y 
rápida por lo que fue la variante elegida para probar como ligando de afinidad. 
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Figura III-21. Estructura del exoloop 3 del receptor de la FSH. En rojo se destacan los 
residuos críticos en la unión con la FSH, L583 e I584 (Sohn et al., 2002) 
 
Nuevamente, sintetizamos el péptido en ChemMatrix para comprobar su 
afinidad al incubarlo con FSH-biotina (seguido de SA-POD), sólo con SA-POD 
(Figura III-22) y con FSH-Tx. 
 
 
Figura III-22. Ensayo de afinidad con el péptido resintetizado en CM. A la izquierda la 
peptidil-resina en una jeringa de polipropileno después de incubar con rhFSH-biotina y con SA-
POD, revelando con α-cloronaftol. A la derecha la peptidil-resina luego de incubar solo con SA-
POD, revelando con α-cloronaftol. 
 
Se sintetizó la secuencia AcKVPLTVSKAKVAC en la resina RinkAmide. La 
acetilación en el extremo amino fue para mejorar su estabilidad, mientras que la 
secuencia del extremo carboxilo, VAC, sirvió de brazo espaciador para que el 
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péptido se encuentre menos impedido estéricamente y por ende más expuesto 
para interaccionar con la hormona. Para lograr orientar el péptido se incorporó una 
Cys en el extremo carboxilo y se acopló a la matriz cromatográfica SulfoLink. En 
este caso no se utilizó la NHS-Sephaorese ya que el péptido cuenta con 
numerosos residuos de Lys, por lo que podría haberse acoplado a la resina por 
cualquiera de ellos. 
 
III.4.3.1. Comatografía de afinidad con el péptido 
AcKVPLTVSKAKVAC inmovilizado 
Las condiciones ensayadas fueron las mismas que con el péptido anterior: 
buffer de fosfatos 20 mM pH 5,8; 7,2 y 8,5; con y sin agregado de NaCl. Los 
resultados obtenidos con la rhFSH-P1 se muestran en los siguientes geles Figura 
III-23 
En base a los resultados obtenidos se seleccionó para la adsorción buffer de 
fosfatos 20 mM pH 5,8; condición donde se adsorbió la rhFSH conjuntamente con 
gran parte de los contaminantes. Luego se eluyó selectivamente la rhFSH a pH 
7,2 (ambas condiciones sin el agregado de fuerza iónica). Luego, para desorber 
los demás contaminantes de la columa, esta se regeneró con buffer de fosfatos 20 
mM pH 7,2, NaCl 2 M, 20% etilenglicol. Teniendo en cuentas estas condiciones se 
volvió a hacer la cromatografía (Figura III-24) y se chequeó por SDS-PAGE 
(Figura III-25). 
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Figura III-23. Geles en condiciones reductoras de las cromatografías con el péptido 
AcKVPLTVSKAKVAC. Gel A:.1) rhFSH-P1 sin tratamiento; 2) y 3) fracción de lavado y elución 
respectivamente de la cromatografía a pH 5,8; 4) y 5) fracción de lavado y elución respectivamente 
de la cromatografía a pH 5,8 con 0.25 M NaCl; 6) y 7) fracción de lavado y elución respectivamente 
de la cromatografía a pH 7,2; 8) y 9) fracción de lavado y elución respectivamente de la 
cromatografía a pH 7,2 con 0.25 M NaCl; 10) Marcador de peso molecular; fracción de lavado y 
elución respectivamente de la cromatografía a Gel B: 1) rhFSH-P1 sin tratamiento; 2). Y 3) fracción 
de lavado y elución respectivamente de la cromatografía a pH 8,5; 4) y 5) fracción de lavado y 
elución respectivamente de la cromatografía a pH 8,5 con 0,25 M NaCl; 6). Marcador de peso 
molecular  
 
 
Figura III-24. Cromatográma de la muestra rhFSH-P1 con la columna con el péptido 
AcKVPLTVSKAKVAC inmovilizado. 
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Figura III-25. SDS-PAGE cromatografía con rhFSH-P1. Gel en condiciones no reductoras, 
tinción con Coomasie Blue y tinción argéntica. 1) Marcador de peso; 2) estándar de rhFSH pura; 3) 
rhFSH-P1; 4) lavado; 5) eluído; 6) Regeneración 
 
Para corroborar identidad se hizo un ensayo de mapeo peptídico del eluído. 
El ensayo consistió en una digestión con tripsina y luego se inyectó la muestra en 
un equipo nanoHPLC-ESI-Orbitrap. Los péptidos son ionizados y fragmentados 
para ser analizados por comparación con base de datos (Tabla III-14, Tabla III-15, 
Tabla III-16).  
 
Descripción Score Cobertura # Peptidos # AAs MW [kDa] 
Cadena B, hFSH 1727,76 84,68 14 111 12,5 
Cadena A, hFSH 752,61 77,17 6 92 10,2 
Tabla III-14. Resultados del ensayo de proteómica para la identificación de hFSH 
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A2 Secuencia Carga MH+ 
[Da] 
ΔM 
[ppm] 
RT 
[min] 
Alto TcTFKELVYETVRVPGcAHHADSLYTYPVATQcHcGK 7 4356,01 0,50 23,55 
Alto ELVYETVRVPGcAHHADSLYTYPVATQcHcGK 3 3718,70 -4,13 16,64 
Alto VPGcAHHADSLYTYPVATQcHcGKcDSDSTDcTVR 6 4025,67 1,22 6,22 
Alto VPGcAHHADSLYTYPVATQcHcGK 5 2729,20 0,77 8,23 
Alto NScELTNITIAIEKEEcR 3 2180,03 0,83 25,48 
Alto TcTFKELVYETVR 2 1645,82 0,60 19,57 
Alto IQKTcTFKELVYETVR 3 2015,05 -3,67 14,33 
Alto GLGPSYcSFGEMKE 2 1561,66 0,68 21,21 
Alto NScELTNITIAIEK 2 1605,81 0,02 22,86 
Alto cDSDSTDcTVR 2 1315,49 1,01 2,21 
Alto GLGPSYcSFGEMK 2 1432,62 2,70 15,85 
Alto DLVYKDPARPK 3 1301,72 0,15 2,25 
Alto GLGPSYcSFGEmKE 2 1577,66 -0,05 13,14 
Alto cDSDSTDcTVRGLGPSYcSFGEMKE 3 2858,13 -1,85 20,60 
Alto ELVYETVR 2 1008,53 0,23 12,33 
Tabla III-15. Péptidos encontrados de la cadena beta de la hFSH. A2: indica el nivel de 
confianza asociado con la secuencia del péptido 
 
A2 Secuencia Carga MH+ 
[Da] 
ΔM 
[ppm] 
RT 
[min] 
Alto APDVQDcPEcTLQENPFFSQPGAPILQcMGccFSR 4 4116,76 3,67 47,64 
Alto APDVQDcPEcTLQENPFFSQPGAPILQcmGccFSR 4 4132,74 1,69 45,50 
Alto APDVQDcPEcTLQENPFFSQPGAPILQcMGccFSRAYPTPLR 4 4915,18 0,61 45,51 
Alto SYNRVTVMGGFK 3 1358,69 1,42 7,37 
Alto VTVMGGFKVENHTAcHcSTcYYHKS 5 2973,29 0,19 5,75 
Alto VTVMGGFKVENHTAcHcSTcYYHK 6 2886,25 0,05 5,88 
Alto VTVMGGFK 2 838,44 -0,06 9,76 
Alto VTVmGGFK 2 854,44 -1,39 6,30 
Tabla III-16. Péptidos encontrados de la cadena alfa de la hFSH. A2: indica el nivel de 
confianza asociado con la secuencia del péptido 
 
Si bien no hay un criterio definido para identidad, se considera que la 
coincidencia con un péptido de alto grado de confianza es suficiente como criterio 
para identificación proteica. En este ensayo se encontró coincidencia con 14 
péptidos con alto grado de confianza para la cadena beta de la hFSH y 8 para la 
cadena alfa. 
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Para evaluar la capacidad dinámica de la matriz, se sobrecargó la columna 
realizando una curva de breakthrough y se observó que al trabajar en condiciones 
de saturación se perdían en la fracción de lavado las isoformas más básicas de la 
rhFSH. Para aumentar la afinidad del ligando peptído por la rhFSH y favorecer la 
adsorción del total de las isoformas se diseño un péptidos ramificado a partir de 
una Lys (Figura III-26). 
 
 
Figura III-26. Péptido ramificado a partir de una Lys. 
 
El péptido ramificado obtuvo una mejor adsorción por la rhFSH, como era de 
esperar. Se hicieron cromatografías y se evaluaron las fracciones cromatográficas 
por SDS-PAGE (Figura III-28). Se ajustaron las condiciones de adsorción y 
elución, usando un buffer de fosfatos 20 mM pH 5,6 con 0,5 mM Met para la 
adsorción y un buffer de fosfatos 20 mM pH 7,4 con 0,5 mM Met para la elución. 
La metionina agregada a los buffers tanto de adsorción como de elución es para 
evitar la oxidación de la rhFSH. Oxidación que fue evidenciada al momento de 
hacer el control de calidad del producto purificado (Capítulo II). 
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Figura III-27. Comparación entre la adsorción de la rhFSH-P1 con el péptido 
AcKVPLTVSKAKVAC y su variante ramificada. 1) Marcador de peso molecular; 2) Pass-through 
(AcKVPLTVSKAKVAC); 3) Lavado (AcKVPLTVSKAKVAC); 4) Eluido (AcKVPLTVSKAKVAC); Calle 
5) Pass-through ((AcKVPLTVSKA)2KVAC); 6) Lavado ((AcKVPLTVSKA)2KVAC); 7) Eluido 
((AcKVPLTVSKA)2KVAC). 
 
De esta manera se logró aumentar el porcentaje de isoformas adsorbidad, 
aunque en las condiciones ensayadas una pequeña fracción de rhFSH no se 
adsorbió. Para favorecer la adosorción de las isoformas más básicas, se recirculo 
la muestra por la columna con la bomba persitáltica. 17 ml de rhFSH-P1 fueron 
diafiltrados frente a buffer de fosfatos 20 mM pH 5,6 con 0,5 mM Met, 
obteniéndose 11 ml de muestra. Los 17 ml iniciales de muestra es un valor un 
poco por debajo de la capacidad dinámica (obtenida con la curva de 
brackthrough), lo que nos da seguridad de que no estamos saturando la columna. 
La muestra fue bombeada por la columna (0,5 ml de resina) a un flujo de 0,25 
ml/min y se recirculo el pass through nuevamente por la columna. Se eluyó con 
buffer de fosfatos 20 mM pH 7,4, 0,5 mM Met y luego se regeneró la columna 
obteniéndose un segundo pico con los contaminantes que habían sido adsorbidos 
(Figura III-28). 
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Figura III-28. Cromatográma de la muestra rhFSH-P1 con la columna con el péptido 
(AcKVPLTVSKA)2KVAC inmovilizado. 
 
Finalmente, con el eluído de esta cromatografía se hicieron los análisis para 
el control de calidad del producto purificado (Capítulo II). 
 
III.4.4. Capacidad dinámica 
La capacidad dinámica se calculó a través de la curva de breakthrough. Se 
sobrecargó la columna con muestra rhFSH-P1, se midió la concentración de la 
rhFSH a la salida de la columna (C) (la misma fue medida mediante HPLC) y se la 
dividió por la concetración de rhFSH en la muestra original (C0). Como se muestra 
en la siguiente figura (Figura III-29), se graficó C/C0 en función de la masa de 
rhFSH sembrada que se calculó multiplicando el flujo cromatográfico (f) por el 
tiempo (t) por C0. La capacidad dinámica se calculó como la masa de rhFSH 
sembrada al llegar a un valor de C/C0 de 0,1 (punto azúl marcado en el gráfico). 
La capacidad dinámica fue de 27,3 mg de rhFSH que al expresarla en función de 
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la matriz cromatográfica resultó 54,6 mg rhFSH/ ml de matriz. Como se observa en 
la curva, al saturarse la columna, se obtiene un salto abrupto, ya que 
prácticamente toda la rhFSH sembrada pasa sin adsorberse a la columna. Sin 
embargo, la primera parte de la curva tiene una pendiente ascendente lo que 
indica que parte de la rhFSH no se adsorbe a la misma. Es evidente que hay una 
cuestión de desplazamiento, donde las proteínas contaminantes están ocupado 
sitios de unión y desplazando a parte de la rhFSH. Los estudios de 
isoelectroenfoque de las diferentes fracciones de las curvas de breakthough 
evidencian que las isoformas de rhFSH desplazadas son las más básicas. De 
hecho, al caracterizar el eluído de la curva de breakthrough se observó que el 
mismo estaba depletado de estas isoformas (Figura III-30), cosa que, al trabajar 
con menor volumen de muestra, y por ende por debajo de la capacidad dinámica, 
no ocurrió.  
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Figura III-29. Curva de breakthrough con la muestra rhFSH-P1. La muestra fue 
acondicionada en buffer de fosfatos 20 mM pH 5,6 con 0,5 mM Met. Se usó una columna de 0,5 x 
5 cm y 0,5 ml de matriz cromatográfica. El flujo, para esta geometría de columna fue de 0,25 
ml/min. El punto azul es aquel que coincide con el valor de C/Co = 0,1. 
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Figura III-30. Gel de isoelectroenfoque de la curva de Breakthrough. 1) Estándar de 
referencia, 2) Eluído proveniente de la curva de BT, 3) Pool de las fracciones 17-33 de la curva de 
BT, 4) Pool de las fracciones 34-46 de la curva de BT.  
 
III.4.5. Cuadro de purificación 
Con los datos obtenidos de la cromatografía con los 20 ml de rhFSH-P1 
(Figura III-28) se construyó un cuadro de purificación para evaluar el proceso 
(Tabla III-17). Los datos necesarios fueron:  
 El volumen de muestra. Siendo el volumen inicial de 17 ml (que luego 
fueron diafiltrados y concentrados hasta 11 ml), y el volumen del 
eluído de 6 ml. 
 La concentración de rhFSH. La misma fue calculada mediante HPLC 
en fase reversa (C4). 
 La concentración protéica. Obtenida mediante ensayo de Bradford. 
La actividad específica (AE), el factor de purificación (FP) y el rendimiento 
(Y%) fueron calculados como: 
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Muestra 
Volumen 
(ml) 
Conc. rhFSH 
(mg/ml) 
Conc. Proteica 
(mg/ml) 
AE 
(mg/mg) 
FP Y% 
rhFSH-P1 17 0,727 1,203 0,604 - - 
Eluído 
cromatografía 
con péptido 
inmovilizado 
6 0,845 0,899 0,940 1,56 41 
Tabla III-17. Cuadro de purificación del proceso cromatoráfico para purificación de 
rhFSH con péptido inmovilizado. 
 
Del cuadro se desprende una pureza del 94%, dada por la AE, un factor de 
purificación de 1,56 y un rendimiendo del 41%.  
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III.5. Conclusión 
Se lograron construir varias bibliotecas lineales para la búsqueda de ligandos 
de afinidad para la rhFSH. Sin embargo, hubo una alta incidencia de falsos 
positivos que imposibilitaron encontrar un ligando de afinidad basado en el 
screening de las bibliotecas. Más allá de los inconvenientes con las bibliotecas se 
logró, mediante bibliografía, obtener ligandos que nos permitieron purificar la 
rhFSH de los contaminantes del medio de cultivo en un alto grado de pureza. Esta 
pureza se evidencia en el cuadro de purificación, con una AE de 0,94 mg de 
rhFSH por mg de proteínas totales. Sin embargo, el rendimiento resultó ser del 
41%, lo que significa que hay mucho producto de interés que se esta perdiendo. 
 Como perspectiva para mejorar la tasa de verdaderos positivos/falsos 
positivos se decidió hacer bibliotecas cíclicas combinatorias y además disminuir la 
densidad de ligando superficial que entra en contacto con la proteína en el 
screening, para desfavorecer la interacción de ligandos de baja afinidad (Capítulo 
III).   
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IV.1. Introducción 
Tanto las muestras de rhFSH purificada como la rhFSH proveniente de los 
diferentes pasos de purificación fueron provistas por la compañía santafesina 
Zelltek. Esta compañía brindó la materia prima el presente trabajo que permitió el 
desarrollo del proceso de purificación factible de ser transferido.  
El proceso de purificación de rhFSH a partir de sobreadantes de cultivos 
celulares de la empresa Zelltek, al igual que otros procesos utilizados para 
purificar la rhFSH, se basa en numerosos pasos cromatográicos (Rossi, 2010; 
Ziegler et al., 2007; Ziegler et al., 2013). Particularmete, el proceso que realiza 
Zelltek consta de 4 pasos cromatográficos: un primer paso de pseudoafinidad con 
colorantes triazínicos, un segundo paso de intercambio iónico, un tercer paso de 
cromatografía de afinidad con anticuerpos monoclonales y una cuarta 
cromatografía de exclusión molecular. Como se mencionó en la Sección I.2 cada 
paso cromatográfico conlleva un rendimiento siempre menor al 100%, por lo que la 
suma de etapas reduce el rendimiento global del proceso. Además, la 
cromatografía de afinidad por anticuerpos monoclonales empleada tiene aparejada 
un costo muy elevado. Es por eso que uno de los objetivos de la tesis es reducir el 
número de pasos cromatrográficos y eviar el uso de la cromatografía de 
inmunoafinidad. 
Al caer la protección de la patente de la rhFSH sugen numerosos 
biosimilares de la misma. Un biosimilar es un medicamento de alta complejidad 
inspirado en un producto biológico de referencia que tiene el mismo mecanismo de 
acción, las mismas condiciones de uso, misma vía de administración y dosis que 
el aprobado origianlmente. Para lograr un precio competitivo, es crucial optimizar 
su proceso de producción. 
La caracterización del proceso de purificación de la rhFSH estaría incompleta 
si no se realiza la adecuada evaluación del producto purificado, para corroborar 
que se están cumpliendo con las condiciones para biosimilares impuestas en 
Farmacopea Europea. 
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Además, se hace una evaluación de un ensayo de estabilidad para obtener 
un lignado de afinidad más estable en el tiempo que permita mayor cantidad de 
ciclos cromatográficos. 
 
IV.1.1. Ensayo de estabilidad 
Se evaluó de estabilidad del ligando peptídico de manera de asegurar una 
larga vida útil de la matriz cromatográfica con el péptido inmovilizado. Si bien los 
ligandos péptidcos son estables químicamente, estos pueden sufrir degradación 
enzimática durante el proceso cromatográfico debido a la presencia de proteasas 
presentes en el medio de cultivo. Existen diferentes estrategias para aumentar la 
estabilidad de un péptido como lo es su ciclado, la síntesis de su D-análogo o de 
su equivalente retroinverso.  
Si bien los péptidos cíclicos son más resistentes que sus contrapartes 
lineales (se discute en detalle en el Capítulo III) no todo péptido lineal es fácil de 
cilcar. Esto depende de la cantidad de enlaces que tenga el ciclo y de la 
composición de aminoácidos del mismo. 
El D-análogo es más resistente frente al ataque de proteasas ya que las 
mismas suelen ser estereoselectivas. En cuanto al péptido retro-inverso, el mismo 
tiene la secuencia invertida con respecto al péptido original y D-aminoácidos en 
lugar de los levo. Esta configuración es más similar al péptido original en 
comparación con el D-análogo, donde la secuencia no está invertida.  
La contra de usar D-aminoácidos es que son bastantes más costosos que los 
L-aminoácidos. Por lo tanto, propusimos modificar la menor cantidad de 
aminoácidos posibles de manera de aumentar sustancialmente la estabilidad sin 
modificar significativamente el costo de síntesis del ligando. 
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IV.1.2. Características de los biosimilares 
Los productos biológicos naturales suelen ser una mezcla grande y compleja 
de proteínas, caracterizada por una mezcla de especies altamente relacionadas, 
llamadas isoformas. Estas isoformas son resultado de la macro y 
microheterogeneidad de la proteína.  
La macroheterogeneidad hace referencia al grado de ocupación de los 
posibles sitios potenciales de glicosilación de la proteína, mientras que la 
microheterogeneidad está dada por las diferencias entre los glicanos unidos al 
mismo sitio de glicosilación en diferentes moléculas de la misma proteína. 
Centrandonos sólo en la macroheterogeneidad y teniendo en cuanta los 4 sitios de 
N-glicosilación de la rhFSH, existen teóricamente 15 isoformas posibles: aquella 
que no esté glicosilada, 4 variantes con una glicosilación, 5 isoformas con 2 
glicosilaciones, 4 con 3 y finalmente la última donde se encuentren todos los sitios 
glicosilados. Sin embargo, sólo se han encontrado 3 isoformas diferentes en 
cuanto a la macroheterogeneidad para la rhFSH (Figura IV-1). 
 
Figura IV-1. Macroheterogeneidad de la hFSH. Existen 3 diferentes isoformas que varían 
en la ocupación de los sitios potenciales de glicosilación de la cadena β de la FSH: FSH
24
, FHS
21
 y 
FSH
18
. En la FSH
21
 se encuentra ocupado el sitio βN
7
, en la FSH
18
 se encuentra ocupado el sitio 
βN
24 
, mientras que en la la FSH
24 
se encuentran los 2 sitios ocupados (Bousfield, 2015). 
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Pero teniendo en cuenta que cada uno de los posibles sitios de glicosilación 
van a estar afectados por su microheterogeneidad, es decir que el glicano unido al 
sitio de glicosilación puede ser: bi, tri o tetra antenario; neutro, mono, bi tri o tetra 
sialilado; fucosilado o no, etc; el abanico de isoformas se expande de manera 
exponencial (Figura IV-2). Esto implica que teóricamente habría miles de 
isoformas potenciales. Esta gran variabilidad es lo que genera que el estudio de 
las isoformas de un biosimilar sea considerado como un atributo de calidad crítico, 
por lo que tiene que ser fuertemente caracterizado. Un cambio fuera de los 
parámetros establecidos podría tener consecuencias en cuanto a la potencia 
biológica o a la inmunogenicidad del producto, alterando así la posología y la 
eficacia del tratamiento.  
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Figura IV-2. Microheterogeneidad de la hFSH. En torno a la hFSH se muestran los 
diferentes glicanos que pueden estar unidos a los diferentes sitios de glicosilación (Bousfield, 
2015). 
 
El perfil de isoformas puede verse alterado por varios factores tanto en el 
proceso de producción como en el proceso de purificación Así, el perfil de 
isoformas del compuesto biosimilar puede ser diferente al del producto originario. 
Los factores que influyen en el perfil de isoformas son: el plásmido a usar, el 
sistema de expresión, el tipo de biorreactor y modo de operación del mismo y el 
medio de cultivo utilizado, el proceso de purificación de la hormona a partirl del 
caldo de cultivo celular y finalmente la formulación del producto final. De lo dicho 
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podemos concluir que un proceso diferente dará un producto diferente. Es por 
todo esto que en el caso de los biosimilares se tuvieron que establecer nuevos 
criterios de aprobación por las entidades regulatorias 
El primer requisito para poder producir un biosimilar es que el producto 
original ya no esté protegido por su patente, pero ese es el primero de varios 
requisitos a cumplir. Además, debe satisfacer los controles rigurosos impuestos 
por Agencia de Medicina Europea (EMA, por su sigla en inglés) o por la 
Administración de Drogas y Alimentos (FDA) de Estados Unidos, dependiendo de 
donde se quiera comercializar el producto biosimilar. En el caso de la EMA, ya 
existe un anexo específico para la FSH (CHMP/BMWP/671292/2010). Una de las 
grandes ventajas de los biosimilares, por lo cual hoy en día hay compañías que se 
fundan para la producción de estos productos, es su reducido precio con respecto 
al producto originario, lo que representa una buena alternativa tanto para los 
pacientes, médicos así como también para los centros de salud (Santi & Simoni, 
2014). 
En el caso de los tratamientos con técnicas de reproducción asistida con 
rhFSH se requiere la optimización de varios aspectos para un tratamiento más 
personalizado y eficaz, como por ejemplo: la identificación de la mejor dosis de 
inicio de rhFSH, la elección de un régimen agonista/antagonista de GnRH y el 
agregado de LH/hCG. Asegurar la consistencia entre lote-y-lote de las 
preparaciones de biosimilares es fundamental para la optimización de todos estos 
parámetros (Balasch et al., 2004). 
Para la aprobación de un biosimilar se necesitan estudios que demuestren la 
comparabilidad con el producto de referencia. A diferencia de las drogas 
producidas por síntesis químicas, en la producción de biofármacos mínimos 
cambios en el proceso de su producción inciden en el producto final. Por lo que se 
requieren numerosos estudios analíticos y clínicos para demostrar esta 
comparabilidad. Se realizan estudios de identidad del biofármaco y se evalúa el 
perfil de isoformas, mutaciones y/o deleciones, si existen productos de 
degradación de la hormona como clivajes proteolíticos, desamidación, oxidación 
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de metioninas, agregación, glicación. También se requiere evaluar la pureza del 
producto, su seguridad (presencia de endotoxinas, virus, etc) y su potencia 
farmacológica. 
Está claro que la completa evaluación de un biosimilar está más allá del 
objetivo de la tesis doctoral. Pero en esta etapa se evaluó si con nuestro proceso 
de purificación desarrollado se obtiene una rhFSH similar al Gonal-F (producto 
originario), para poder aplicarlo así a escala industrial. Cuanto más se parezcan 
sus propiedades fisicoquímicas y su potencia al producto de referencia, menos 
cantidad de ensayos clínicos adicionales serán necesarios para su aprobación. 
 
IV.1.3. Ensayos de caracterización del biosimilar 
Entre los ensayos a realizar para la caracterización del producto se 
encuentran: porcentaje de oxidación; porcentaje de subunidades libres; perfil de 
isoformas; caracterización de los N-glicanos. Los dos últimos items nos brindan un 
paquete de datos acerca de la microheterogeneidad. 
Asi, en esta etapa se evaluaron el el perfil de isoformas obtenido y la pureza 
del producto, que en este caso se ve reflajada también por los ensayos de 
procentaje de oxidación y de subunidades libres. Otros ensayos como el contenido 
de ácidos nucleicos, cuantificación de virus, cuantificación de endotoxinas, 
contenido de partículas retrovirales, etc, no fueron tenidos en cuenta ya que son 
eliminados en la etapa de purificación final (polishing). 
Tanto la caracterización de los N-glicanos y el isoelectroenfoque para 
determinar el perfil de isoformas da una buen paquete de datos para concluir 
cuales son las isoformas presentes en el producto purificado. La cantidad de cada 
isoformas presentes en el producto terminado influye en la vida media del 
producto, su potencia biológica y por ende su posología. 
Además de evaluar el peril de isoformas de la rhFSH, también es crucial para 
su acción biológica evaluar si sus subunidades se encuentran asociadas 
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correctamente o disociadas. Si las cadenas que conforman la rhFSH se 
encuentran disociadas, entonces las mismas no podrán ejercer efecto biológico. 
Además, las subunidades de la hormona disociada podrían unirse al receptor pero 
serán incapaz de activarlo, ocupando sitios de unión para aquella hormona en 
estado heterodimérico. 
En cuanto a la oxidación de subunidades, un porcentaje de oxidación 
elevado puede variar la potencia y eficacia del producto. Los residuos de 
metioninas pueden ser oxidados a metionina sulfoxido o a metionina sulfona. La 
oxidación suele darse en aquellas metioninas expuestas superficialmente, y está 
influenciada por los componentes del medio de cultivo, por el proceso de 
purificación y por la formulación del producto final.  
Los resultados obtenidos con al rhFSH purificada con el proceso desarrollado 
en la presente tesis se compararon los resultados obtenidos con un estándar de 
folitropina. En el caso de la Farmacope Europea el estándar exigido para los 
ensayos de laboratorio es la folitropina CRS. 
 
Son objetivos de este capítulo: 
 Evaluar la resistencia a la degradación enzimática del ligando péptido 
desarrollado y de su D-análogo, para evaluar que modificaciones 
químicas son sustanciales para mejorar la vida media del ligando 
cromatográfico 
 Caracterizar el producto purificado por la cromatografía de péptidos 
desarrollada en el capítulo anterior. 
 Comparar los resultados obtenidos con el producto originario y con los 
rangos establecidos por la Farmacopea Europea. 
IV-10 
 
IV.2. Materiales 
Zelltek S.A. (Santa Fe, Argentina) donó la proteína rhFSH ya sea en su forma 
pura o con los contaminantes del medio de cultivo. El estándar de referencia 
oficialmente válido para uso en monografías de la Farmacopea Europea se 
adquirió del Directorio Europeo para la calidad de los Medicamentos y la Salud 
(EDQM Council of Europe; Estrasburgo, Francia). El Gonal-F se adquirió en 
Merck-Serono (Rockland, MA, EEUU). La N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina 
(TEMED), el octilfenil-polietilenglicol, la tripsina y la α-quimotripsina se adquirieron 
en Sigma-Aldrich (San Luis, MO, EEUU), El marcador de peso moleculares para 
proteínas fue de Bio-Rad (Hercules, CA, EEUU). Los concentradores centrifugos 
de 15 ml 10 MWCO se adquirieron en Merck Millipore (Billerica, MA, EEUU). El kit 
de marcación de glicanos con 2-aminobencidina fue de Prozyme (Hayward, CA, 
EEUU). La PNGasa F se adquirió en New Englands Biolabs (Ipswich, MA, EEUU). 
Todos los demás reactivos fueron de grado analítico. 
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IV.3. Métodos 
IV.3.1. Evaluación de la estabilidad del ligando peptídico 
inmovilizado frente a proteasas 
El ensayo de estabilidad de los ligandos peptídicos fue realizado según 
Giudicessi (Giudicessi et al., 2015). Para el ensayo de estabilidad se sintetizaron 
los péptidos AcKVPLTVSKAKVAG (i) y Ac(D-K)VPLTVS(D-K)A(D-K)VAG (ii) en la 
resina ChemMatrix por química Fmoc. Una vez sintetizados fueron eliminados los 
grupos protectores, mientras que los péptidos quedaron unidos a la reisina a 
través del linker HMBA. Se emplearon los mismos protocolos de síntesis que 
están descriptos en sección III.3.1. Ambos fueron expuestos tanto a soluciones 
conocidas de proteasas y a sobrenadante de cultivo de células CHO. 
Alícuotas de cada peptidil-resina sintetizada se incubaron en jeringas de 
polipropileno con: a) solución de tripsina 1 mg/ml en buffer Tris-HCl 50 mM; pH 
7,8; 0,05 M CaCl2 ; b) solución de quimotripsina 1 mg/ml usando el mismo buffer o 
c) 2 ml de sobrenadante de cultivo de células CHO Se incubaron las 6 mezlcas a 
37°C en agitación y se tomaron muestra de cada jeringa a con tripsina y 
quimotripsina a los 30, 60, 120 y 240 minutos y luego de 18 h. En el caso de las 
muetras incubadas con células CHO se tomó una muestra a las 4 h. Las muestras 
de peptidil-resina se lavaron con agua destilada, DMF y DCM (Figura IV-3. 
Esquema del ensayo de estabilidad. Cada peptidil-resina fue colocada en una 
jeringa de polipropileno y fue dividida en 3, para hacer los ensayos de estabilidad. 
Se incubaron tanto con tripsina y quimotripsina a 37°C con agitación y se tomaron 
muestras a diferentes tiempos. Mientras que cuando se incubó con sobrenadante 
de cultivo de células CHO, en las mismas condiciones, sólo se tomó muestra a las 
4 horas.). 
Luego, todas las alícuotas de resina se incubaron con vapor de amoníaco de 
manera de hidrolizar la unión éster entre el péptido y el ancla de la resina. Se 
eluyó el péptido con una solución de H2O/acetonitrilo/ácido acético (3:4:3). De los 
eluidos se hicieron diferentes diluciones que fueron analizadas por espectrometría 
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de masas utilizando ESI como fuente de ionización. Las muestras se inyectaron de 
manera directa usando un loop de 20 µl y ácido acético (AcOH) 0,1% como 
solvente. Se registraron los espectros en modo positivo. 
 
Figura IV-3. Esquema del ensayo de estabilidad. Cada peptidil-resina fue colocada en una 
jeringa de polipropileno y fue dividida en 3, para hacer los ensayos de estabilidad. Se incubaron 
tanto con tripsina y quimotripsina a 37°C con agitación y se tomaron muestras a diferentes tiempos. 
Mientras que cuando se incubó con sobrenadante de cultivo de células CHO, en las mismas 
condiciones, sólo se tomó muestra a las 4 horas. 
 
IV.3.2. Oxidación de metioninas 
Para determinar el porcentaje de oxidación de Met a sus formas sulfóxido o 
sulfona, se analizaron muestras de la rhFSH por HPLC en fase reversa usando 
una columna C4 (l= 0,25 m; d= 4,6 mm) con partículas de un tamaño de 5 µm. Se 
realizaron las cromatografías a 30°C, a un flujo de 1,0 ml/min, usando un loop de 
25 µl y midiendo la absorbancia en 210 nm. Se usaron los siguientes solventes: 
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 Fase móvil A: buffer de fosfatos 0,2 M pH 2,5 
 Fase móvil B: H2O:MeCN (40:60 v/v) 
 Fase móvil C: H2O miliQ 
 
Las condiciones del gradiente de elución fueron las de la Tabla IV-1. 
 
Tiempo (min) Fase móvil A (%v/v) Fase móvil B (%v/v) Fase móvil C (%v/v) 
0-8,4 50 2539 2511 
8,4-8,5 50 3945 115 
8,5-15,0 50 45 5 
15,0-15,1 50 4525 525 
15,1-25,0 50 25 25 
Tabla IV-1. Programa de la fase móvil para determinar porcentaje de oxidación. 
 
La muestra se diluyo con agua miliQ hasta alcanzar una concentración 300 
µg/ml. También se preparó una solución de folitropina CRS de la misma 
concentración que la muestra. 
Para el control del método se disolvieron 3,3 mg de ácido 2,4-diclorobenzoico 
en 10 ml de etanol (96%) (solución A). El propósito de esta solución es actuar 
como solución de resolución, debiendo separarse tanto de la subunidades 
oxidadas y sin oxidar. 
Se disolvió el contenido de un vial de folitropina CRS en una solución 1 g/l de 
peróxido de hidrógeno para obtener una concentración final de 300 µg/ml (solución 
de referencia b). Se incubó por 30-45 minutos. Se agregaron 10 µl de la solución A 
y se inyectó inmediatamente en el HPLC. 
 
IV.3.3. Subunidades libres 
El análisis se llevó a cabo mediante visualización de bandas en gel de SDS-
PAGE en condiciones no reductoras. Se utilizó un gel con un 12% de acrilamida y 
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un espesor de 1,5 mm. El loading buffer se utilizó concentrado (2x) sin agentes 
reducotres. La muestra se ajustó a una concentración de 2 µg/µl, diafiltrando 
contra agua bidestilada (1/100). Se agregaron a 55 µl de la muestra 55 µl de 
loading buffer. Se incubó durante 4 horas a temperatura ambiente (Solución 
Muestra). 
Se disolvió el contenido de un vial con folitropina CRS para obtener una 
concentración de 2 µg/µl. A 25 µl de la solución se agregó 25 µl de loading buffer. 
A 40 µl de esta solución se le adicionó 180 µl de loading buffer y 180 µl de agua. 
Se incubó 4 horas a temperatura ambiente y luego se hirvió durante 5 minutos 
(Solución Referencia). 
En la primera calle del gel se sembró solamente el loading buffer para 
verificar ausencia de bandas en el mismo. Con la Solución Referencia se preparó 
una curva de calibración de subunidades libres, sembrando 40 µl en la calle 2, 30 
µl en la calle 3, 20 µl en la calle 4, 15 µl en la calle 5, 10 µl en la calle 6 y 5 µl en la 
calle 7 (4; 3; 2; 1,5; 1 y 0,5 µg respectivamente). En la calle 8 se sembraron 50 µl 
de la Solución Muestra (50 µg). En la calle 9 se sembraron 50 µl de la solución 
muestra y 25 µl de la solución de referencia, para evaluar el porcentaje de 
recuperación. Finalmente en la calle 10 se sembró el marcador de peso molecular. 
 
IV.3.4. Perfil de isoformas 
La muestra y el estándar de referencia CRS fueron desalados y 
concentrados usando concentradores centrífugos. Una vez concentrada cada 
muestra fue disuelta en agua bidestilada hasta obtener una concentración de 5 
mg/ml. 
Para el enfoque de las diferentes muestras en el gel se seleccionaron una 
combinación de anfolitos y de buffer de electrodo tal que se llevara a cabo la 
separación de proteínas en el rango de pH de 3,5-5,5. La solución del cátodo fue 
una solución de glicina de 2 g/l, mientras que la solución del ánodo fue una 
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solución de ácido aspártico 0,017 g/l y ácido glutámico 0,018 g/l pH 2,8-3,6. En 
cada calle se sembraron 10 µl de muestra. 
 
IV.3.5. Cantidad de ácido siálico 
Para determinar el contenido de ácido siálico de la muestra se llevó a cabo 
una desnaturalización protéica. Se disolvieron 500 µg de la proteína en 60 µl de 
buffer de fosfatos 0,05 M pH 7,5. Se agregaron 6 µl de una solución 10 mg/ml de 
SDS y 35 µl de una solución de β-mercaptoetanol 0,143 M. Se agitó con vortex, se 
centrifugó y desnaturalizó a 37°C por 15 minutos. 
Una vez desnaturalizada la proteína se procedió a liberar de manera 
selectiva los glicanos de la parte protéica. A la solución obtenida en el paso 
anterior se le agregaron 0,75 µl de octilfenil-polietilenglicol (Igepal CA-630 de 
FLuka) y se agitó con vortexó. Se agregaron 25 mU de PNGasa F para escindir 
los glicanos. Se incubó a 37°C por 24h. Luego se removió la fracción protéica para 
lo cual se agregaron 600 µl de etanol anhídrido previamente enfriado a -20°C por 
45 minutos. Se agitó con vortex y se centrifugó la muestra y se dejó a -20°C por 15 
minutos para precipitar las proteínas. Finalmente se centrifugó por 5 minutos a 
10600 g y a 4°C. 
Se transfirió el sobrenadante a otro tubo y se dejó evaporar el etanol durante 
15 minutos. Se agregó 1 ml de agua y se evaporó hasta que queden 500 µl, luego 
la muestra se sometió a un ciclo de congelamiento-descongelamiento. Se 
marcaron los glicanos con 2-aminobenzamida. Se recuperó la muestra en 1500 µl 
de agua bidestilada. 
La solución de referencia (folitropina CRS) se procesó al mismo tiempo y de 
la misma manera que la solución a ensayar. 
Las muestras marcadas se sembraron en un HPLC con detector de 
fluorescencia. Se inyectan 50 µl de la muestra en la columna (l=0,10 m; d=4,6 mm; 
amina terciaria (5µm)) termostatizada a 30°C. Se usaron 3 fases móviles distintas 
IV-16 
 
(Fase móvil A: acetonitrilo; Fase móvil B: 0,5 M buffer acetato de amonio pH 4,5; 
Fase móvil C: agua miliQ) a un flujo de 0,4 ml/min con el siguiente programa: 
 
Tiempo (min) Fase móvil A (%v/v) Fase móvil B (%v/v) Fase móvil C (%v/v) 
0 - 5 20 0 80 
5 - 21 20 04 8076 
21 - 61 20 425 7655 
61 - 62 20 2550 5530 
62 - 71 20 50 30 
71 – 72 20 500 3080 
72 – 117 20 0 80 
Tabla IV-2. Programa de la fase móvil para determinar contenido de ácido siálico 
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IV.4. Resultados y discusión 
 
IV.4.1. Ensayo de estabilidad 
Ambos péptidos fueron ensayados tanto en condiciones extremas frente a 
proteasas disponibles en el laboratorio, como en condiciones similares a las del 
preoceso de purificación de rhFSH a partir de sobrenadante de cultivos celulares. 
Entre las diferentes estrategias para aumentar la estabilidad del péptido se 
optó por sutituir con D-aminoácidos aquellos aminoácidos críticos para la 
estabilidad del péptido por ser sitios de clivaje de diferentes proteasas. Entre ellos 
los aminoácidos aromáticos y cargados suelen ser atacados por porteasas. Al no 
contar con aminoácidos aromáticos en la estructura péptidica, y al ser la Lys el 
único aminoácido con carga, decidimos reemplazar todas las L-Lys por D-Lys. Si 
bien es cierto que se podrían haber modificado otros aminoácidos, como Thr y 
Ser, que también suelen estar presentes en los sitios de reconocimiento de 
proteasas, lo que se planteó es hacer la menor cantidad de cambios posibles, ya 
que los D-aminoácidos son mucho más costosos que los levo.  
En el ensayo con tripsina los resultados fueron los esperados, viéndose para 
el péptido modificado con D-Lys después de 16 horas de incubación la señal para 
el [M+H]+ como el pico base mientras que el L-péptido fue completamente 
degradado (Figura IV-4). La tripsina escinde del lado caboxilo de la Lys. Los 
fragmentos observados corresponden a: VAG (m/z=245,3), AcKVPLTVSKAK 
(m/z=1111,7) y AcKVPLTVSK (m/z=912,7). 
En el caso de las incubaciones con quimotripsina no se esperaba una mayor 
estabilidad de un péptido con respecto al otro, ya que la Lys no esta en el sitio de 
corte de la enzima. A pesar de que la quimotripsina suele actuar sobre 
aminoácidos aromáticos, tambipen escinde con menos eficacia en el extremo 
carboxilo de las leucinas. Ambos péptidos fueron casi completamente degradados 
en condiciones extremas (Figura IV-4). Los fragmentos observados corresponden 
a: AcKVPL (m/z=498,2) y TVSKAKVAG (m/z=860,6). 
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Figura IV-4. Se muestran los espectros de masa del péptido sintetizado con D-Lys, y 
su análogo L-AA. Frente a la incubación con tripsina overnight el péptido (1338,85 m/z) demostró 
ser completamente estable en contraposición con su contraparte L-AA. Frente a la incubación con 
quimotripsina overnight el péptido modificado no demostró una mayor estabilidad 
 
Además, de evaluar la estabilidad de los péptidos con proteasas modelo, se 
evalúo su estabilidad en las condiciones de purificación. Para ellos se incubaron 
las peptidil-resinas con sobrenadantes de cultivos de células CHO. Si bien en el 
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proceso desarrollado, la cromatografía de afinidad con ligandos peptídicos no es el 
primer paso cromatográfico, las proteasas/peptidasas provenientes del 
sobrenadante del medio de cultivo pueden seguir estando en la muestra, lo que 
afectaría la cantidad de ligando disponible a interactuar con la proteína blanco a lo 
largo de varios ciclos de purificación, disminuyendo la vida útil de la resina. 
Si bien es cierto que el proceso de purificación no se lleva a 37°C ni tampoco 
en agitación, nos pareció importante mantener estas condiciones para poder 
detectar más fácilmente diferencias entre ambos péptidos. Después de las 4 horas 
de incubación lo que se vió por espectrometría de masas es que ambos péptidos 
seguían apareciendo en gran abundancia. Se observó en ambos casos el péptido 
mono, bi y triplemente cargado. La diferencia que se observó es que en el L-
péptido aparece un producto de degradación (m/z=400,76 y m/z=800,50; mono 
como doblemente cargado respectivamente) que no aparece en el péptido donde 
se usó D-Lys en la síntesis química (Figura IV-5). Sin duda esto implica una mayor 
estabilidad del péptido modificado, pero se requeriría hacer más ensayos para 
confirmarla. 
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Figura IV-5. Se muestran los espectros de masa de los péptidos incubados con el 
sobrenadante de cultivo de células CHO por 4 horas a 37°C. En ambos espectros se observan 
los picos correspondientes al [M+H]
+
, [M+2H]
2+ 
y [M+3H]
3+
. A pesar de que en el espectro 
correspondiente al péptido con todos L-aminoácidos se observa un producto de degradación 
(800,50 y 400,76 m/z; z=1 y z=2 respectivamente) que no se observa en el péptido con D-Lys, en 
ambos espectros se demuestra la integridad del péptido, y por ende su estabilidad en las 
condiciones ensayadas frente a las proteasas y peptidasas en el sobrenadante de cultivo de las 
células CHO. 
 
IV.4.2. Ensayo de oxidación 
En una primera instancia al hacer el análisis de la muestra e integrar las 
áreas de los picos obtuvimos porcentajes de oxidación cercanos al 8%, mayores a 
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los estipulados por la farmacopea (6%). Para inhibir este efecto ensayamos el uso 
de diferentes concentraciones de una solución de metionina como de tiosulfato de 
sodio, ya que pueden inhibir la oxidación inducida por radicales libres por la 
terminación de la reacción en cadena o por competir simplemente con los residuos 
de metionina de la proteína (Lam, Yang, & Cleland, 1997). Finalmente decidimos 
agregar a los buffers cromatográficos una concentración de metionina 0,5 mM y 
minimizar la exposición con la luz durante el proceso cromatográfico. El nuevo 
análisis arrojo el siguiente cromatograma, donde se observan los picos de la 
subunidad beta y subunidad alfa a tiempos de retención 6,474 y 12,672 
respectivamente, mientras que las formas oxidadas aparecen inmediatamente 
antes a 5,678 y 11,958 en cada caso: 
 
Figura IV-6. Cromatograma de HPLC en fase reversa (C4) para la determinación del 
porcentaje de oxidación 
 
Se calculó el porcentaje de formas oxidadas según la Ecuación IV-1: 
Ecuación IV-1: 
 (  -      -  )    
     -        -  
 
Siendo: 
 A1= área del pico correspondiente a la subunidad alfa de la folitropina 
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A1-ox= área del pico correspondiente a la subunidad alfa oxidada de la 
folitropina  
A2= área del pico correspondiente a la subunidad beta de la folitropina 
A2-ox = área del pico correspondiente a la subunidad beta oxidada de la 
folitropina 
El resultado obtenido fue de 3,4% de isoformas oxidadas, principalmente 
correspondiendo a la subunidad alfa. 
 
IV.4.3. Subunidades libres 
Se hizo la curva de calibración de subunidades libres con las calles 2-7 
(Figura IV-7). Las bandas correspondientes a las subunidades libres se evaluaron 
por densitometría. A través de la curva de calibración se obtuvo la masa en µg de 
subunidades libres en la muestra, y se expresó como porcentaje en función a la 
masa de muestra sembrada (50 µg). Se obtuvo un porcentaje de 1,17% para 
nuestra muestra purificada. 
Para validar el ensayo se tuvo que cumplir con las condiciones existentes en 
la Farmacopea Europea: el porcentaje de subunidades libres debe ser menor al 
2,5%, no tienen que visualizarse bandas del heterodímero en las calles de la curva 
de calibración. En las calles 7 y 8 las subunidades libres tienen que estar bien 
separadas del heterodímero y en la calle 8 tiene que haber una recuperación del 
75-125%.  
El porcentaje de recuperación se calculó agregando a la masa de muestra 
sembrada en la calle 9 una masa conocida de la solución de referencia (2,5 µg). 
Como la muestra tenía 0,585 µg de subunidades libres (1,17%), por lo que la calle 
9 debería tener 3,085 µg (2,5 µg + 0,585 µg). Al hacer el análisis por 
densitometría, e interpolando el valor en la curva de calibración se obtuvo una 
masa de 2,68 µg, lo que equivale a un 87% de recuperación, valor que se 
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encuentra en el rango de aceptación del ensayo. Este ensayo, solicitado por 
Farmacopea Europea, da una idea del error de la técnica. 
 
 
 
Figura IV-7. SDS-PAGE al 12% en condiciones no reductoras para ensayo de 
subunidades libres. Siembra: 1) Buffer de muestra 2X no reductor dil 1/2, 2) solución de 
referencia 4 µg, 3) solución de referencia 3 µg, 4) solución de referencia 2 µg, 5) solución de 
referencia 1,5 µg, 6) solución de referencia 1 µg, 7) solución de referencia 0,5 µg, 8) muestra 50 
µg, 9) muestra 50 µg + sol. referencia 2,5 µg, 10) marcador de PM  
 
 
IV.4.4. Perfil de isoformas (IEF) 
Se hizo la determinación de isoformas tanto del eluído proveniente de la 
cromatografía a péptidos como también del estándar de referencia (folitropina 
CRS) (Figura IV-8). Una vez que las isoformas migraron y las bandas se 
encontraron bien separadas se las midió por densitometría con el programa 
ImageJ. Los porcentajes obtenidos fueron comparados entre sí y con los valores 
de refencia establecidos por Farmacopea Europea (Tabla IV-3). 
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Los valores obtenidos de todas las isoformas cumplen con lo establecido por 
Farmacopea Europea. Sin embargo, los valores de las isoformas más básicas 
(isoforma 1, 2 y 3) dieron bastante por debajo en comparación con el estándar. 
  
 
Figura IV-8. Gel de isoelectroenfoque. 1) folitropina CRS, 2) eluído de la cromatografía a 
péptidos 
 
Isoformas Valor de 
Referencia 
Estándar 
de 
referencia 
Eluido de 
cromatografia 
a peptidos 
1 0 - 4 1,69 0,23 
2 2 - 16 15,99 6,89 
3 0 - 10 7,14 1,77 
4 8 - 19 10,85 12,72 
5 1 - 8 6,73 6,14 
6 13 - 28 15,19 21,38 
7 10 - 27 16,78 21,49 
8 10 - 22 14,45 18,44 
9 2 - 17 8,44 8,79 
10 0 - 13 2,73 2,16 
Otras 
isoformas 
≤ 5 --- No se calcula 
Tabla IV-3. Valores de densitometría del gel de isoelectroenfoque.  
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IV.4.5. Contenido de ácido siálico 
El número Z, que determina el contenido de ácido siálico de la muestra, se 
determinó por HPLC. El cromatograma obtenido por cromatografía en fase normal 
por HPLC fue el siguiente: 
 
Figura IV-9. Cromatograma de HPLC fase normal para determinar el contenido de 
ácido siálico de la muestra purificada. 
 
Se identificaron los picos correspondientes a las porcione de glicanos 
neutros, mono, bi, tri y tetrasialilados. Se calculó el área de cada pico y se la 
expresó en porcentaje con respecto a la suma de las áreas. Las áreas integradas 
fueron las siguientes: 
 
Picos RT Área %Área 
1 7,00 5267122 0,51 
2 28,891 123758796 11,94 
3 44,582 654875813 63,18 
4 54,255 200225650 19,32 
5 62,410 52380529 5,05 
Tabla IV-4. Porcentaje de área con el que se calcula el número Z. 
 
Con estos valores se calculó el número Z con la siguiente ecuación: 
Ecuación IV-2.                                                 
IV-26 
 
donde, 
A0 = área del pico de la forma neutra 
A1 = área del pico de la formo monosiliada 
A2 = área del pico de la formo bisiliada 
A3 = área del pico de la formo trisiliada 
A4 = área del pico de la formo tetrasiliada  
 
El número Z obtenido debe estar entre 177-233 para cumplir con lo establecido en 
Farmacopea Europea. El valor del número Z obtenido en los presentes 
ensayosfue de 216. 
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IV.5. Conclusión 
 
IV.5.1. Ensyao de estabilidad 
Se logró sintetizar con éxito un péptido modificado con D-Lys. El mismo 
presenta alta estabilidad frente a tripsina, en condiciones extremas, pero, a pesar 
de no contar en su estructura con aminoácidos aromáticos ni Met, fue sensible al 
tratamiento con quimotripsina en esas mismas condiciones. 
El ensayo de estabilidad en condiciones simuladas de purificación fue frente 
al sobrenadante de cultivo de células CHO, durante 4 horas en agitación a 37°C. 
Lo que se desprende de los resultados es que en las condiciones ensayadas 
ambos péptidos son estables. Sin embargo, aquél con D-Lys demuestra tener una 
menor cantidad de productos de degradación. Esto podría ser un factor importante 
al exponer a los péptidos a sucesivos ciclos de incubación con el sobrendante de 
cultivo de células CHO, lo que estaría simulando la estabilidad de los péptidos 
frente a peptidasas a lo largo de diferentes ciclos de purificación. Todavía resta 
evaluar este último aspecto. Los productos de degradación por MS no pudieron 
ser identificados. Un ensayo de MS/MS de estos picos ayudaría a identificar que 
tipo de productos son, lo que facilitaría entender cómo esta siendo clivado el 
péptido y qué modificaciones podrían hacerse para mejorarlo. 
 
IV.5.2. Control de calidad del producto purificado 
Se realizó el control de calidad del eluído de la cromaotrafía a péptidos. El 
objetivo de este control fue chequear que el producto purificado se pareciera en 
esta instancia al producto originario (Gonal F) ya que la idea es comercializarlo 
como un biosimilar. 
El producto purificado cumplió con los valores de farmacopea para todos los 
ensayos realizados. Sin embargo, el perfil de isoformas obtenido presentó menos 
cantidad de las isoformas más básicas (isoformas 1, 2 y 3) que la folitropina CRS y 
IV-28 
 
el Gonal-F (producto originario). Si bien las diferencias obtenidas están dentro de 
lo permitido por Farmacopea Europea, es deseable que los resultados de los 
ensayos sean lo más parecido posible al producto originario. De lo contrario es 
posible que sean necesarios ensayos adicionales para demostrar la biosimilaridad 
entre ambos productos. La baja adsorción de estas isoformas es el principal 
responsable del bajo rendimiento del paso cromatográfico desarrollado, por lo que 
es altamente deseable conseguir mejorar el ligando de afinidad tanto para que el 
IEF como el número Z den lo más parecido al producto de referencia, como para 
aumentar el rendimiento y que el proceso sea más aficiente y redituable. 
Por último, cabe aclarar las isoformas básicas son las que tienen menor 
contenido de ácido siálico. Esto determina una vida media plasmática menor y por 
ende, una menor potencia biológica. En consecuencia, un menor contenido de 
isoformas básicas no es tan significativo como si las isoformas en defecto fuesen 
las de menor pI. 
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V. Capítulo III: Puesta a 
punto de bibliotecas 
combinatorias peptídicas 
alternativas 
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V.1. Introducción 
Debido a los resultados obtenidos en los screenings con las bibliotecas 
lineales es que decidimos hacer mejoras en la construcción de nuestras 
bibliotecas combinatorias, en pos de encontrar ligandos con mejor afinidad y 
selectividad. 
Entre los péptidos, particularmente los cíclicos con afinidad por biomoléculas 
son de gran interés en el desarrollo de fármacos, sistemas de diagnóstico y 
ligandos para cromatografía de afinidad (Joo, 2012). Su mayor rigidez estructural 
en comparación con sus contrapartes lineales permite el diseño de ligandos de 
mayor afinidad, selectividad y altamente estables frente a la degradación 
enzimática (Adessi & Soto, 2002). 
Los péptidos cíclicos son más estables que los lineales debidos a un 
aumento en la rigidez del esqueleto peptídico lo que reduce su flexibilidad 
conformacional. Los péptidos lineales tienen un esqueleto peptídico más flexible 
por lo que pueden rotar y acomodar sus enlaces peptídicos para el ataque de las 
endopeptidasas presentes en el caldo de cultivo celular. Por otro lado, el esqueleto 
peptídico de los péptidos cíclicos tiene menos probabilidad de rotación. Esto los 
hace más selectivos para una proteína en particular y resistentes a la degradación 
enzimática siendo así ligandos ideales para la purificación de proteínas por 
cromatografia de afinidad. 
Se los han encontrado en numerosos organismos vivos como por ejemplo: 
esponjas marinas, algas rojas, ascidias, liebres de mar, bacterias, hongos y 
plantas, con un abanico impresionante de actividades biológicas (Caboche et al., 
2008). Sin embargo, la síntesis de estos péptidos ha sido muy desafiante por lo 
que se han propuesto numerosas alternativas siendo la mayoría satisfactoria para 
un grupo reducido de péptidos (White & Yudin, 2011). 
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Éstos péptidos pueden tener características superadoras en las 
cromatografías. Es por ello de gran interés sintetizar bibliotecas combinatorias 
cíclias que permitan hallar ligandos cíclicos con afinidad por la proteína a purificar.  
En el diseño de bibliotecas combinatorias cíclicas, es importante tener en 
cuenta la eficiencia de formación del ciclo. El mismo depende de un par de 
factores como: cantidad de eslabones que conforman el ciclo y tipo de 
aminoácidos presentes. Al estar la biblioteca formada por una gran cantidad de 
péptidos diferentes, la eficiencia de ciclado variará dependiendo de su secuencia 
aminoacídica. También, es importante destacar que gran parte de los compuestos 
naturales que contienen en su estructura péptidos cíclicos están parcialmente 
formados por aminoácidos no proteinogénicos (D-AA, AA N-metilados y 
aminoácidos con cadenas laterales inusuales) (Hamada & Shioiri, 2005; Wipf, 
1995). 
Si bien el proceso de screening de los péptidos cíclicos es equivalente al de 
sus contrapartes lineales, el procesos de indentificación en más engorroso. Al no 
disponer del amino terminal libre, estos no pueden secuenciarse por 
secuenciación de Edman. Si bien, estos pueden identificares por espectrometría 
de masas, su secuenciación en mucho más engorrosa que la de sus contrapartes 
lineales. Mientras que los espectros de masa provenientes de péptidos lineales 
están caracterizados por series definidas (Roepstorff & Fohlman, 1984), los 
espectros de los péptidos cíclicos, de un ciclo con n eslabones, tendrá n series de 
iones cada una correspondiendo a un subpéptido empezando donde se haya 
abierto el ciclo (Redman, Wilcoxen, & Ghadiri, 2003). Es por eso que la 
secuenciación de novo de péptidos cíclicos es seriamente más compleja que las 
de sus contrapartes lineales. 
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Figura V-1. Fragmentación de un péptido cíclico. Al momento de secuenciar el péptido 
por espectrometría de masa tándem (MS/MS), la fragmentación da diversos iones hijos 
dependiendo en donde se corte el ciclo, lo que origina una gran cantidad de señales. Además de 
que algunos iones pueden verse suprimidos o aumentados por el resto, lo que hace irrealizable la 
tarea de llevar a cabo la secuenciación de numerosos ligandos obtenidos en la etapa de screening. 
 
Para facilitar la identificación de los péptidos cíclicos provenientes del 
screening de bibliotecas combinatorias cíclicas existen dos estrategias: a) la 
síntesis de bibliotecas de cada péptido cíclico junto con su contraparte lineal que 
es utilizada como código para su identificación; b) la síntesis de bibliotecas cíclicas 
con un sitio de apertura que permita abrir el anillo previo a su identificación por 
espectrometría de masas. 
Liang et al. (Liang, Girard, & Biron, 2013) propusieron una estrategia en la 
que utilizan CNBr para la apertura del anillo. Sin embargo, esta estrategia implica 
el uso de un reactivo altamente peligroso, lo cual no es recomendable al trabajar 
con cientos de muestras provenientes de screenings. Por otro lado, Menegatti et 
al. (Menegatti et al., 2013) sintetizó una biblioteca combinatoria de depsipéptidos 
usando ácido láctico y el éster (Nα-Ac)-Ser(Ala)- como linkers para la 
dilactonización. En esta estrategia usan el grupo protector ortogonal alilo, el cual 
es removido mediante un cóctel de clivaje altamente peligroso y sensible al aire 
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que contiene Pd(0), resultando prohibitivo el empleo de esta estrategia en 
laboratorios que no estén orientados estrictamente al uso de química orgánica. 
Este capítulo describe la puesta a punto de estrategias de bibliotecas 
combinatorias peptídicas cíclicas, sin el uso de reactivos altamente peligrosos y 
que puedan ser llevadas a cabo en laboratorios que no sean necesariamente de 
síntesis química 
Para sintetizar bibliotecas combinatorias cíclicas la estrategia de síntesis se 
basó en el uso del ancla ácido-4-hidroximetilbenzoico y la resina ChemMatrix. La 
resina ChemMatrix (Côté, 2007), fue ideal ya que está constituida por 
polietilenglicol (PEG) entrelazado exclusivamente por enlaces éter con lo cual es 
compatible con nucleófilos utilizados durante la separación del péptido de la bolilla 
de resina. 
En los resultados de los screenings de las bibliotecas lineales, habíamos 
obtenidos una alta frecuencia de aminoácidos básicos (Arginina e Histidina, ya que 
en las bibliotecas no se usó Lisina). Buscando en bibliografía encontramos una 
explicación posible para la alta frecuencia de aminoácidos básicos presentes en 
los resultados falsos positivos. En las condiciones que se hace el screening (pH 
neutro) la FSH se encuentra cargada negativamente, con lo que tiene tendencia a 
interaccionar con péptidos cargados positivamente (que posean aminoácidos 
básicos). Estas interacciones no específicas suelen ser débiles, pero si esta 
interacción se ve potenciada por la alta densidad de ligandos positivamente 
cargados, a pesar de que la afinidad no es alta la avidez si lo va a ser (Chen et 
al., 2009). Esto generaría una selección alta de falsos positivos. Para evitar este 
inconveniente se propuso la síntesis de una biblioteca segregada, en donde en la 
capa externa haya una baja densidad de ligando, lo que evita esta interacción de 
alta avidez no específica, y un centro o core donde haya alta densidad peptídica 
para tener alta masa de ligando de manera que sea posible la secuenciación por 
espectrometría de masa. 
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Son objetivos de este capítulo: 
 Diseñar bibliotecas cíclicas para obtener ligandos con mayor afinidad y 
selectividad. 
 Evaluar diferentes estrategias para la secuenciación de los ligandos 
cíclicos. 
 Poner a punto el ciclado de los péptidos para que la misma sea con 
alta eficiencia. 
 Evaluar diferentes posibilidades para reducir la cantidad de falsos 
positivos en el momento del screening. 
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V.2. Materiales 
Matrix Innovation Inc. (Montreal, Québec, Canadá) donó gentilmente la 
resina ChemMatrixTM con el linker ácido 4-hidroximetilbenzoico (HMBA) 
inmovilizado. La glicina protegida en la función α-amino con el grupo 9-
fluorenilmetoxicarbonilo y activda con el grupo N-hidroxi succinimida (Fmoc-Gly-
OSu) fue de CreoSalus (Louisville, Kentucky, EEUU). Se adquirieron los 
aminoácidos protegidos con el grupo 9-fluorenilmeto icarbonilo en la función α-
amino (Fmoc-AA-OH), la resina Rink-amide-MBHA, el 1-hidroxibenzotriazol 
(HOBt), el 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAt) y el tetrafluoroborato de O-
(benzotriazol-1-il)-N,N,N′,N′-tetrametiluronio (TBTU) de Peptides International Inc. 
(Louisville, Kentucky, EEUU). Fmoc-His[N-ter-butoxicarbonil (Boc)]-OH y Fmoc-
Asp[2-fenilisopropil (OPp)]-OH se adquirieron en Bachem Americas, Inc. (CA; 
EEUU). La 4-dimetilaminopiridina (DMAP), el ácido α-ciano-4-hidroxicinámico 
(CHCA), y la fenilalanina protegida en su función α-amino con el grupo N-ter-
butoxicarbonil y activado con el grupo N-hidroxi succinimida (Boc-Phe-OSu), se 
obtuvieron de Sigma-Aldrich (San Luis, MO, EEUU). Se adquirieron la N,N’- 
diisopropilcarbodiimida (DIC), la diisopropiletilamina (DIEA), el hexafluorofosfato 
de benzotriazol-1-yloxytripirrolidinofosfonium (PyBOP) y el triisopropilsilano (TIS) 
de Fluka Chemie AG (Buchs, Suiza). Se adquirió el NH4OH (28- 30%) Pro-analisis 
(ACS) de Ciccarelli. Todos los demás reactivos fueron de grado analítico. 
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V.3. Métodos 
V.3.1. Síntesis de biblioteca cíclica con código lineal. 
Se sintetizó una biblioteca combinatoria de nonapéptidos del tipo una-bolilla-
un-péptido (OBOC) ciclo-(1,8)-Ala-X1X2X3X4X5-Val-Asp-Gly-oxymetilbenzamida-
ChemMatrix, con su correspondiente código lineal Ala-X1X2X3X4X5-Val-Ala-Gly-
oxymetilbenzamida-ChemMatrix donde X = Arg, His, Leu, Thr y Tyr, en fase sólida 
sobre la resina HMBA-CM (100-200 mesh, 0,63 mmol/g) usando el método DAR 
de acuerdo a Lam (Lam et al., 1991) y la síntesis química basada en Fmoc 
(Carpino & Han, 1972). De esta manera se obtuvieron 3125 péptidos diferentes. 
Al tolal de la resina y previo a dividirla, se le incorporó la Gly en la posición C-
terminal, adicionando Fmoc-Gly-OH (3 eq) con DIC (4 eq) seguido de una solución 
50 mM de DMAP (0,1 eq) disuelto en DMF gota a gota y agitando según el 
procedimiento establecido por Mellor (Mellor et al., 2000). Después de una hora, 
se lavó la resina con DMF y se repitió el paso de incorporación de Gly para 
reacoplar el aminoácido. Nuevamente después de lavar la resina con DMF, los 
grupos hidroxilos remanentes fueron acetilados con anhídrido acético (Ac2O; 6 eq) 
usando DMAP (0,1 eq) como catalizador de la reacción, disueltos en el mínimo 
volumen de DMF llevando a cabo la reacción durante 1 hora. Para preparar el 
péptido cíclico en conjunto con su correspondiente código lineal, una pequeña 
porción de Fmoc-Ala-OH (0,2 eq) se incorporó a la resina en conjunto con TBTU 
(0,2 eq), disueltos en el mínimo volumen posible de DMF, y DIEA (0,4 eq). Para 
asegurar una buena homogenización de modo que todas las bolillas incorporen el 
mismo porcentaje en defecto de Ala, la solución de acople se agregó gota a gota y 
agitando manualmente con una varilla de teflón durante 15 minutos. 
Posteriormente se agregaron 0,4 eq de DIEA y se incubó durante 30 minutos con 
agitador rotatorio a temperatura ambiente. Al terminar el acople se hicieron 5 
lavados con DMF y se agregó Fmoc-Asp(OPp)-OH (3 eq) en presencia de TBTU 
(3 eq), en DMF, y DIEA (6 eq) De esa manera cada bolilla incorporó un alto 
porcentaje de Asp acompañado de un pequeño porcentaje de Ala. Después de la 
desprotección con piperidina:DMF (20:80) se acopló Val usando 3 eq de TBTU y 6 
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eq de DIEA e incubando durante 2 horas. Luego se sintetizaron las 5 posiciones 
variables por el método DAR (Sección I.4.3). Para esto se dividió la resina en 5 
reactores de polipropileno de menor tamaño, a cada reactor se le agregó un 
aminoácido protegido diferente y luego se combinó toda la resina en una sola 
jeringa de polipropileno de mayor tamaño donde se mezcló y se desprotegió el 
extremo amino-terminal con piperidina:DMF (20:80). Este proceso se realizó 5 
veces (una por cada posición variable). Luego del agregado de las posiciones 
variables se agregó una Ala N-terminal para facilitar el ciclado. Los lavados entre 
desprotección, acople y subsecuentes pasos de desprotección se realizaron con 
DMF y DCM. Una vez terminada la elongación de la cadena peptídica se 
desprotegió el extremo amino con piperidina:DMF (20:80) y luego el grupo 
protector del Asp-2-fenilisopropil, OPp- se clivó con TFA:CH2Cl2 (4:96) (3 x 15 min). 
Se hicieron lavados de DMF (5 x 1 min) y luego se dejó 1 hora en este solvente de 
manera que se hinche la resina para favorecer la posterior reacción de ciclado en 
fase sólida. Esto último se logró formando una unión peptídica entre el extremo 
amino de cada péptido de la biblioteca con el grupo ácido del Asp para lo cual se 
agregó PyBOP (4 eq), HOAt (4 eq) y DIEA (8 eq) en DMF:DCM (3:1) (2 x 4 h). 
Para monitorear el proceso de ciclado una pequeña cantidad de resina se trató 
con TFA:TIS:H2O (95:2,5:2,5) durante 4 horas de manera de eliminar los demás 
grupos protectores de las cadenas laterales. De esta manera quedó un alto 
porcentaje de péptido cíclico acompañado de un pequeño porcentaje de código 
lineal. Finalmente, se liberaron los péptidos de las bolillas con vapor de amoníaco 
de la resina para su análisis por MALDI MS/MS. Una vez confirmado el ciclado de 
los péptidos, se hidrolizaron los grupos protectores de las cadenas laterales del 
total de la biblioteca con TFA:TIS:H2O (95:2,5:2,5) durante 4 horas. 
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Esquema V-1. Estrategia de síntesis de una biblioteca cíclica con código lineal. (i)(a) 
Fmoc-Gly-OH (3 eq), DIC (4 eq), DMAP (0,1 eq) en DMF (dos veces); (b) piperidine:DMF (1:4); (c) 
DMF; (ii) (a) Fmoc-Ala-OH (0,2 eq), TBTU (0,2 eq), DIEA (0,4 eq) en DMF, 30’; (b) DMF; (iii) (a) 
Fmoc-Asp(OPp)-OH (3 eq), TBTU (3 eq), DIEA (6 eq); (b) piperidine:DMF (1:4); (c) DMF; (iv) (a) 
Fmoc-Val (3 eq), TBTU (3 eq), DIEA (6 eq); (b) posiciones variables (dividir-acoplar-recombinar); 
(c) acople de Fmoc-Ala (3 eq), TBTU (3 eq), DIEA (6 eq); (v) (a) Hidrólisis selectiva del grupo OPp 
con TFA:CH2Cl2 (4:96); (b) ciclado: PyBOP (4 eq), HOAt (4 eq), DIEA (8 eq); (c) desprotección de 
cadenas laterales con TFA:TIS:H2O (95:2,5:2,5); (vi) (a)screening de la biblioteca con la proteína 
blanco, (b) aislamiento y clivaje de las bolillas positivas con NH4OH; (vii) siembra de los péptidos 
en la placa de MALDI para sus análisis estructurales 
 
V.3.1.1. Medición espectrofotométrica del Fmoc por DBU 
El grupo Fmoc se cuantificó para determinar el grado de sustitución después 
de la adición de Ala y de Asp y así calcular el porcentaje de código lineal 
acoplado. Se suspendió una alícuota de 100 mg de resina en 40 ml de DMF y se 
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agitó durante 30 minutos. Luego se agregaron 0,8 ml de 1,8-
diazabiciclo[5,4,0]undec-7-ene (DBU) y se agitó nuevamente durante 30 minutos. 
Se hizo una dilución 1/25 con acetonitrilo y se midió la absorbancia 
espectrofotométricamente en 304 nm (Gude, Ryf, & White, 2002). Se calculó el 
porcentaje de acople de Ala y de Asp según la siguiente ecuación: 
Ecuación V-1.         (
    
 
)                   
    
   
        
Siendo, 
Abscorr: absorbacia corregida por el blanco 
ɛ: coeficiente de actividad molar (304nm: 7624-1 mol x cm x l-1) 
b: paso óptico de la cubeta  
Vf/Pf: cociente entre el volumen final en litros y los gramos de resina en dicha 
solución 
 
V.3.2. Síntesis de biblioteca combinatoria de depsipéptidos. 
La biblioteca combinatoria de depsipéptidos del tipo una-bolilla-un-péptido 
(OBOC) ciclo-(1,8)-Ala-OCH2CO-X1X2X3X4X5-Asp-Ala-Gly-oxymetilbenzamida-
ChemMatrix, donde X = Arg, His, Leu, Pro, Thr y Tyr, fue sintetizada en la resina 
HMBA-CM (100-200 mesh, 0,63 mmol/g) usando el método DAR de acuerdo a 
Lam et al (Lam et al., 1991) y la síntesis química basada en Fmoc con lo que se 
obtuvieron 7776 péptidos diferentes. La Gly se incorporó en la posición C-terminal 
por adición de Fmoc-Gly-OH (3 eq) con DIC (4 eq) y seguido del agregado de 0,1 
eq DMAP como catalizador según el procedimiento establecido por Mellor (Mellor 
et al., 2000). Después de una hora, se lavó la resina con DMF y se repitió el paso 
de incorporación de Gly para reacoplar el aminoácido. Nuevamente después de 
lavar la resina con DMF, los grupos hidroxilos remanentes fueron acetilados con 
anhídrido acético (Ac2O; 6 eq) usando DMAP (0.1 eq) como catalizador de la 
reacción, disueltos en el mínimo volumen de DMF. Se dejó incubando a 
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temperatura ambiente durante 1 hora. Luego, se acopló Fmoc-Ala-OH y Fmoc-
Asp(OPp)-OH con 3 eq de cada Fmoc-AA-OH, TBTU (3 eq) y DIEA (6 eq) en DMF 
durante 2 horas. Las posiciones variables fueron sintetizas por ciclos repetidos de 
DAR. Cada acople fue realizado con 3 eq de Fmoc-AA-OH, 3 eq de TBTU y 6 eq 
de DIEA en DMF por 2 horas de incubación. Acoplados los aminoácidos de las 5 
posiciones variables, se incorporó un grupo éster glicolamídico mediante la adición 
de ácido glicólico (2 eq), HOBt (4 eq) y DIEA (2,5 eq). Esta reacción fue 
monitoreada mediante el ensayo de Kaiser. Para facilitar la formación del anillo se 
acopló una Ala al extremo N-terminal. Para ello se sintetizó un anhídrido simétrico 
mezclando Fmoc-Ala-OH (no hidratado; 20 eq) y DIC (10 eq) en el volumen 
mínimo de DCM agitando vigorosamente durante 5 minutos. Se agregaron 200 µl 
de N-metil-pirrolidona (NMP) para facilitar su disolución. El anhídrido simétrico 
formado se agregó a la peptidil-resina seguido de la adición de 0,1 eq de DMAP. 
Después de una hora de agitación, se repitió el acople y se lo incubó overnight 
(ON). Al día siguiente se lavó la resina con DMF (2 x 2 min). Los lavados entre 
desprotección, acople y subsecuentes pasos de desprotección se realizaron con 
DMF y DCM. Una vez terminada la elongación de la cadena peptídica se 
desprotegió el extremo N-terminal con piperidina:DMF (20:80) y el grupo OPp se 
hidrolizó con TFA:CH2Cl2 (4:96) (4 x 15 min): El ciclado del péptido se realizó en 
fase sólida adicionando PyBOP (4 eq), HOAt (4 eq) y DIEA (8 eq) en DMF:DCM 
(3:1) (3 x 1 h). Esta reacción se controló mediante el ensayo de Kaiser y también 
mediante el uso de espectrometría de masa, tratando una pequeña cantidad de 
resina con TFA:TIS (triisopropil silano):H2O (95:2,5:2,5) durante 4 horas y 
analizando los péptidos provenientes de una sola bolilla como es explicado en 
párrafos subsecuentes. La reacción de ciclado fue repetida hasta que la reacción 
sea completa. Finalmente, se removieron todos los grupos protectores 
permanentes de las cadenas laterales mediante el tratamiento de la resina con 
TFA:TIS:H2O (95:2,5:2,5) durante 4 horas, dejando el péptido desprotegido unido a 
la resina (Esquema V-2) 
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Esquema V-2. Estrategia para la síntesis de la biblioteca cíclica combinatoria de 
depsipéptidos y la amonólisis en fase gaseosa para simultáneamente abrir el anillo y liberar 
el péptido de la resina para su posterior análisis por espectrometría de masa.(i) (a) Fmoc-Gly-
OH (3 eq), DIC (4 eq), DMAP (0,1 eq) en DMF; (b) piperidina:DMF (1:4). (ii) (a) Fmoc-Ala-OH (3 
eq), TBTU (3 eq), DIEA (6 eq) en DMF; (b) piperidina:DMF (1:4); (iii) (a) Fmoc-Asp(OPp)-OH (3 eq), 
TBTU (3 eq), DIEA (6 eq) en DMF; (b) piperidina:DMF (1:4). (iv) (a) Preparación de biblioteca 
(dividir–acoplar–recombinar). (v) (a) Ácido glicólico (2 eq), HOBt (4 eq), DIC (2,5 eq); (b) Fmoc-Ala-
OH (20 eq), DIC (10 eq) en CH2Cl2; (c) DMAP (0,1 eq) en DMF; (d) piperidina:DMF (1:4). (vi) (a) 
Clivaje selectivo del grupo OPp con TFA:CH2Cl2 (4:96); (b) ciclación: PyBOP (4 eq), HOAt (4 eq), 
DIEA (8 eq) en DMF:CH2Cl2 (3:1).; (c) desprotección de las cadenas laterales con TFA:TIS:H2O 
(95:2,5:2,5). (vi) (a) Ruptura del anillo y liberación de la resina con NH4OH. (vii) screening con la 
proteína blanco. (viii) análisis de los péptidos positivos mediante MS/MS. 
 
V.3.2.1. Medición espectrofotométrica del Fmoc por piperidina 
Para determinar el grado de substitución de la resina, se pesaron varias 
alícuotas de Fmoc-peptidil-resina antes del acople del ácido glicólico y después de 
la incorporación de la Ala N-terminal. A cada alícuota de resina se le incorporó 1 
ml de una solución de piperidina:DMF (20:80). Se agitó durante un minuto para 
homogeneizar y de dejó incubando durante 15 minutos. La cantidad formada del 
aducto entre el la piperidina y el dibenzofulveno se midió 
espectrofotométricamente en 290 nm según Meienhofer (Meienhofer et al., 1979). 
Frente a una solución blanco procesada de la misma manera pero sin resina. 
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Figura V-2. Reacción de equilibrio entre el dibenzofulveno y la piperidina. 
 
V.3.2.2. Apertura del anillo y clivaje dela resina. 
La hidrólisis y la elución de los péptidos positivos se realizaron como se 
describió en la sección III.3.5. 
 
V.3.3. Biblioteca segregada 
Con motivo de mejorar la relación verdaderos positivos:falsos positivos se 
decidió incursionar en la síntesis de una biblioteca segregada. Con este tipo de 
bibliotecas se busca tener baja densidad de péptido en el exterior de la bolilla, 
para evitar falsos positivos por interacciones de baja afinidad pero de alta avidez, y 
una alta densidad en el interior de la bolilla para tener masa suficiente de péptido 
para su secuenciación. Para la síntesis se siguió el protocolo descripto por el 
grupo de Pei con algunas modificaciones (Chen et al., 2009). Para este caso se 
usó la resina H2N-Tentagel. Esta resina está compuesta, a diferencia de la 
ChemMatrix, de un entrecruzamiento de poliestireno al cual se unen cadenas de 
PEG. 
Como primer paso se acopló a la resina el ancla HMBA. Se funcionalizó la 
resina acoplando 3 eq de HMBA en conjunto con HOBT (6 eq) y DIC (4 eq) Una 
vez acoplado el HMBA se acopló la Gly por el método de Mellor et al (Mellor et 
al., 2000). Para la segregación se hidrató la resina con agua overnight. Al día 
siguiente se preparó una solución de DCM:éter (55:45) con el agregado de Fmoc-
Gly-OSu (0,1 eq) y Boc-Phe-OSu (0,4 eq). Para una buena disolución de los 
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aminoácidos primero se agregó el volumen de DCM, se agitó vigorosamente hasta 
disolución y una vez disuelto el aminoácido se agrega el volumen de éter. Esta 
solución se agrega a la resina ya previamente hidratada. La solución se incubó 
con agitación a temperatura ambiente durante 40 minutos. La hidratación de la 
resina impide que los reactivos más hidrofóbicos difundan al interior de la bolilla, 
favoreciendo que la reacción ocurra exclusivamente en la superficie de la misma. 
Se monitoreó el grado de segregación al microscopio con la reacción de cloranilo 
o de azul de bromofenol, que permiten ver la capa externa con el Fmoc-AA 
acoplado de un color diferente a la capa interna con los grupos aminos libres 
(Sección ¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.). Luego, se lavó la 
esina con DCM:éter (55:45) (3 x 1 min) y con DMF (8 x 1 min). Una vez embebida 
la resina en solvente orgánico, se acopló Fmoc-Gly-OH (4 eq) conjuntamente con 
HBTU, HOBt y DIEA (4 eq de cada uno) disuelto en el mínimo volumen de DMF. 
El Fmoc-Gly-OH se acopla en los sitios libres del interior de la bolilla. Se incubó 
durante 90 minutos. Después de los lavados con DMF (5 1’) se desprotegió la 
Phe, clivando el grupo Boc con TFA:DCM (50:50) durante 30 minutos. Se lavó con 
DMF y DCM (5 x 1 min de cada uno) y finalmente con 5% DIEA/DCM. Se acetiló 
con 6 eq de anhídrido acético. A partir de este paso la síntesis de la parte 
combinatoria o de los aminoácidos en posiciones fijas fue igual a las demás 
bibliotecas descriptas. 
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Esquema V-3. Pasos para la segregación de la biblioteca y la reducción de la densidad 
de ligando en la superficie. (a) hinchar la resina en agua ON; (b) 0,4 eq de Boc-Phe-OSu y 0.1 eq 
de Fmoc-Gly-OSu y 0,5 eq de DIEA en una solución de DCM:éter (55:45) durante 30’; (c) 4 eq 
Fmoc-Gly-OH, HBTU, HOBt, DIEA; (d) 50% TFA en DCM; (e) Ac2O; (f) síntesis por el método DAR 
usando química del Fmoc; (g) desprotección de N-terminal y cadenas laterales. Adaptado de 
(Kunys, Lian, & Pei, 2012). 
 
V.3.3.1. Acople de HMBA a la resina Tentagel 
Se disolvieron 3 eq del ancla HMBA y 6 eq de HOBt en el mínimo volumen 
posible de DMF para acoplar a la resina H2N-Tentagel. La mezcla se agregó a la 
resina conjuntamente con 4 eq de DIC y se incubó en agitación durante 2 horas. 
Se filtró la solución y se repitió la reacción de acople pero esta vez extendiendo el 
período de incubación a 18 h. Posteriormente se monitoreó la reacción por el 
ensayo de Kaiser. Se realizaron una serie de lavados: DMF (5 x 2 min), NaOH 1 
M:DMF (1:1) (1 x 15 min), DMF:H20 (1:1) (5 x 2 min) y finalmente DMF (5 x 2 min). 
V.3.3.2. Monitoreo del grado de segregación 
Se espera una delgada capa externa con baja concentración de ligando, que 
represente un muy bajo porcentaje del volumen total de la bolilla de resina y un 
interior o core con alta concentración del ligando. Entre los 2 ensayos para la 
visualización de la segregación están el ensayo de cloranilo (Kunys et al., 2012) y 
el ensayo de azul de bromofenol (Liu et al., 2002). Se utilizó el de cloranilo. 
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V.3.3.3. Ensayo de cloranilo 
Se colocaron 20-50 bolillas a un microtubo. Se agregaron 50 µl de 2% de 
acetaldehído en DMF y 50 µl de 2% de cloranilo en DMF. Se mezcló suavemente 
la solución y se dejó reaccionar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Si la 
segregación es exitosa se visualizara al microscopio un centro verde y la 
superficie de color celeste. 
 
Figura V-3. Bolillas teñidas para el ensayo de cloranilo. En un color verde se visualiza el 
interior de la bolilla, en el cual se exponen los grupos NH2 libres, mientras que en la superficie se 
observa un color celeste claro. 
 
V.3.4. Baja densidad de péptido por bloqueo 
Se sintetizó una biblioteca con baja densidad de ligando peptídico. Para ello 
se acopló la Gly sobre la resina HMBA-ChemMatrix. Luego se agregaron sólo 0,3 
eq del siguiente aminoácido protegido y se incubó durante 30’. Por acetilación se 
bloquearon los grupos amino libres de la Gly. Se corroboró el porcentaje de acople 
mediante le medición espectrofotométrica del Fmoc. 
 
V.3.5. Hidrólisis del péptido de la bolilla 
La liberación del péptido de la resina se realizó mediante la amonólisis en 
fase gaseosa. Se colocaron las bolillas aisladas en micro tubos por separado, los 
cuales se depositaron en un desecador conjuntamente con un vaso de precipitado 
que contenía una solución 28% de NH4OH. Se incubó durante 16 horas. Los 
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péptidos liberados se eluyeron de cada bolilla con 10 µl de AcOH:CH3CN:H20 
(3:4:3) durante 16-24 horas (Camperi et al., 2014). 
 
V.3.6. Análisis de MALDI MS 
La identificación de los péptidos provenientes de cada bolilla de resina se 
realizó por espectrometría de masas en tándem (MS/MS) por ionización láser 
asistida por matriz (MALDI) en un equipo Ultraflex II TOF/TOF (Bruker Daltonics 
GmbH. Leipzig, Alemania). El análisis se realizó según Martínez-Ceron et al. 
(Martínez-Ceron et al., 2010). Se sembró una alícuota de 1 μl del péptido eluído 
en la placa de acero inoxidable (Figura III-13). Se dejó secar a temperatura 
ambiente y luego se agregó sobre la muestra 1 μl de la matriz CHCA en 
concentración 4 mg/ml en CH3CN:H2O (1:1) con 0,1% TFA y dopado con 20 mM 
de serina (método de depósito de capas secas sucesivas) (Nishikaze & Mituso, 
2007). Los espectros de masa fueron adquiridos en modo reflectron ion positivo. 
Los espectros de masa tándem fueron obtenidos usando el modo MS/MS ion 
positivo. 
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V.4. Resultados y discusión 
Como se mencionó en la introducción, la mayor rigidez estructural de los 
péptidos ciclicos aumenta su estabilidad frente a proteasas que puedan estar 
presentes en el caldo de cultivo celular y a la vez su mayor rigidez mejora su 
selectividad y afinidad por lo que son ligandos ideales para cromatografía de 
afinidad. Es por ello que se diseñaron bibliotecas combinatorias cíclicas para hallar 
ligandos cíclicos con afinidad por proteínas de interés. Se propusieron dos 
estrategias de síntesis para facilitar la secuenciación de los péptidos de las bolillas 
de resina seleccionadas durante el screening frente a la proteína de interés: a) 
bibliotecas combinatorias cíclicas con código lineal; b) la síntesis de bibliotecas 
cíclicas con un sitio de apertura del anillo.  
Para la secuenciación del péptido es necesario un sitio de clivaje su 
liberación. En numerosos métodos se utiliza Met como ancla para la posterior 
liberación del péptido con bromuro de cianógeno el cual es un reactivo altamente 
peligroso especialmente cuando se trabaja con numerosas bolillas de resinas a 
ser analizadas. En las presentes estrategia se utilizó como ancla el 4-
hydroxymethylbenzoic acid (HMBA) unido a la resina ChemMatrix (CM) de manera 
de poder clivar el péptido con NH4OH el cual es mucho menos peligroso y mucho 
más económico que el bromuro de cianógeno. 
 
V.4.1. Biblioteca combinatoria cíclica con código lineal 
La primera estrategia propuesta para resolver y facilitar la secuenciación de 
los ligandos de afinidad cíclicos fue la síntesis de bibliotecas donde cada péptido 
cíclico unido a cada bolilla fue sintetizado junto a un pequeño porcentaje de 
péptido lineal con los mismos aminoácidos en la zona combinatoria para ser 
utilizada como código para su identificación.  
Para ello se incorporó en un pequeño porcentaje de Ala y un alto porcentaje 
de Asp con la cadena lateral protegida por el grupo OPp. El grupo OPp es sensible 
a concentraciones bajas de TFA (4%), en las cuales la gran mayoría de los grupos 
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protectores de cadenas laterales son resistentes. Esto hace posible el clivaje 
selectivo de dicho grupo protector. Así, para lograr la formación del ciclo en fase 
sólida, se eliminó el grupo protector OPp del Asp y el grupo protector del amino 
terminal y se ciclaron los péptidos a través del extremo amino y por el grupo 
carboxilo de la cadena lateral del ácido aspártico. El pequeño porcentaje de 
péptido que tenía Ala en su secuencia en lugar de Asp, permaneció lineal y sirvió 
como código (Ver Esquema V-1). Cuando se analizaron los péptidos eluídos de 
cada bolilla de resina por espectrometría de masas se observaron dos señales: 
una correspondiente al péptido cíclico y otra con una diferencia de m/z de 26 
unidades correspondiente al código lineal. Se seleccionó éste última señal para su 
análisis por espectrometría de masas en tándem. A partir de su fragmentación se 
pudo deducir la secuencia del péptido cíclico 
En otras estrategias publicadas (Bédard, Girard, & Biron, 2013) el código 
tiene los mimos AA que el péptido cíclico y por lo tanto la diferencia entre las 
señales correspondientes a ambos péptidos es de 18 unidades de m/z. Esto se 
puede realizar utilizando en lugar de un pequeño porcentaje de Ala, un pequeño 
porcentaje de Asp protegido con un grupo protector resistente a bajas 
concentraciones de TFA como por ejemplo Fmoc-Asp(tBu)-OH. 
De esa manera, al hidrolizarse el grupo OPp, también se logra que se cicle 
un alto porcentaje de péptido quedando sin ciclar el pequeño porcentaje que tenga 
el grupo protector tBu resistente a bajas concentraciones de TFA. Sin embargo, 
dicha estrategia de síntesis no permite evaluar si la reacción de cliclado del 
péptido fue total. En la presente estrategia, las señales del espectro de masas 
permiten visualizar si el ciclado del péptido fue total o no ya que en dicho caso se 
observarán tres señales bien diferenciables: una correspondiente al péptido 
cíclico, otra con una m/z 26 u inferior correspondiente al código lineal y una tercera 
con una m/z 18 unidades superior correspondiente a la contraparte lineal del 
péptido cíclico (Figura V-4). 
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Figura V-4. Señales de MS obtenidas de una bolilla de la biblioteca cíclica con código 
lineal. Espectro de masa realizado en un equipo MALDI-TOF/TOF de los péptidos eluídos de una 
bolilla tomada de la biblioteca ciclo-(1,8)-AX1X2X3X4X5VDG, con su correspondiente código lineal 
AX1X2X3X4X5VAG. Se observan las señales correspondientes a los péptidos ARYKSRVAG-NH2 
([M1+H]
+
, m/z=1007) y ciclo-(1,8)-ARYKSRVDG-NH2 ([M2+H]
+
, m/z=1033). También se observa la 
señal del péptido con Asp sin ciclar ([M2+H]
+
, m/z=1051). 
 
Para la formación del anillo cíclico en fase sólida se agregó Fmoc-Asp(OPp) 
a la secuencia del péptido. El grupo semipermantente OPp se eliminó usando 4% 
TFA en DCM. Aunque la mayoría de grupos protectores permanentes son estables 
en estas condiciones, hay que notar que son condiciones suficientes para clivar 
los grupos protectores trityl (Trt) que protege la cadena lateral de la His. Es por 
eso que en vez de Fmoc-His(trt)-OH debe usarse en su lugar Fmoc-His(Boc)-OH 
(Giudicessi et al., 2013; Isidro-Llobet, Alvarez, & Albericio, 2009). 
Con el objetivo que el código lineal no interfiera, o interfiera lo menos posible, 
en la interacción con la proteína blanco durante el proceso de screening se agregó 
la mínima cantidad de Ala necesaria para tener en cada bolilla la masa suficiente 
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para poder secuenciarlo por MALDI MS. Al agregar a la resina 0,2 eq de Ala y 
dejando reaccionar durante 30 min, se incorporaron 0,15 eq de Ala lo que fue 
suficiete para la identificación del código lineal por espectrometría de masas. 
Menores cantidades fueron insuficientes para lograr su secuenciación. Para 
determinar la cantidad Fmoc-Ala incorprada se midió el Fmoc mediante DBU y se 
comparó con la máxima cantidad de Fmoc-AA capaz de incorporar la resina 
(funcionalidad). La funcionalidad de la resina corresponde al valor de 1 eq.  
Se calculó la densidad de aminoácido incorporado (loading) según la 
Ecuación V-1 (Sección V.3.1.1).  
 
 mmoles Fmoc/g de 
resina 
Funcionalidad 0,362 0,365 0,358 
Fmoc-Ala 0,0545 0,0557 0,0545 
Tabla V-1. Mediciones para la determinación de loading de la resina. 
 
La funcionalidad de la resina resultó ser de 0,361 mmol/g, (valor cercano al 
teórico informado en el envase de dicho lote de resina: 0,35 mmol/g). Luego del 
acople se incorporaron 0,055 mmoles de Ala por gramo de resina 
correspondientes a un 15% de la funcionalidad total de la resina resultado un 15 % 
de código lineal frente a un 85 % de péptido cíclico.  
A continuación, se muestran espectros MS y MS/MS de diferentes péptidos 
(Figura V-5 a Figura V-14), eluídos de bolillas tomadas al azar para chequear la 
correcta síntesis de la biblioteca. En algunos casos se observó la presencia de 
una señal a una relación m/z 18 unidades por encima de la señal correspondiente 
al péptido cíclico indicando que el ciclado no se completó. Esto depende de la 
secuencia y si bien no se resuelve modificando las condiciones de reacción, es 
muy útil identificarlo para tener conocimiento de las estructuras que 
interaccionaron durante el screening de la biblioteca con la proteína blanco. 
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Figura V-5. A) Espectro de masa realizado en un equipo MALDI-TOF/TOF de los péptidos 
eluídos de una bolilla tomada de la biblioteca ciclo-(1,8)-AX1X2X3X4X5VDG, con su correspondiente 
código lineal AX1X2X3X4X5VAG. Se observan las señales correspondientes a los péptidos H-
ATLLRHVAG-NH2 ([M1+H]+, m/z=937) y ciclo-(1,8)-ATLLRHVDG-NH2 ([M2+H]+, m/z=963). B) 
Espectro de MALDI MS/MS del código lineal H-ATLLRHVAG-NH2. 
 
 
Figura V-6. A) Espectro de masa realizado en un equipo MALDI-TOF/TOF de los péptidos 
eluídos de una bolilla tomada de la biblioteca ciclo-(1,8)-AX1X2X3X4X5VDG, con su correspondiente 
código lineal AX1X2X3X4X5VAG. Se observan las señales correspondientes a los péptidos H-
ALRLYRVAG-NH2 ([M1+H]
+
, m/z=1018) y ciclo-(1,8)-ALRLYRVDG-NH2 ([M2+H]
+
, m/z=1044). B) 
Espectro de MALDI MS/MS del código lineal H-ATLLRHVAG-NH2. 
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Figura V-7. A) Espectro de masa realizado en un equipo MALDI-TOF/TOF de los péptidos 
eluídos de una bolilla tomada de la biblioteca ciclo-(1,8)-AX1X2X3X4X5VDG, con su correspondiente 
código lineal AX1X2X3X4X5VAG. Se observan las señales correspondientes a los péptidos H-
ARTHRTVAG-NH2 ([M1+H]
+
, m/z=968) y ciclo-(1,8)-ARTHRTVDG-NH2 ([M2+H]
+
, m/z=994). B) 
Espectro de MALDI MS/MS del código lineal H-ATLLRHVAG-NH2. 
 
 
Figura V-8. A) Espectro de masa realizado en un equipo MALDI-TOF/TOF de los péptidos 
eluídos de una bolilla tomada de la biblioteca ciclo-(1,8)-AX1X2X3X4X5VDG, con su correspondiente 
código lineal AX1X2X3X4X5VAG. Se observan las señales correspondientes a los péptidos H-
ALLYYRVAG-NH2 ([M1+H]
+
, m/z=1025) y ciclo-(1,8)-ALLYYRVDG-NH2 ([M2+H]
+
, m/z=1051). B) 
Espectro de MALDI MS/MS del código lineal H-ATLLRHVAG-NH2. 
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Figura V-9. A) Espectro de masa realizado en un equipo MALDI-TOF/TOF de los péptidos 
eluídos de una bolilla tomada de la biblioteca ciclo-(1,8)-AX1X2X3X4X5VDG, con su correspondiente 
código lineal AX1X2X3X4X5VAG. Se observan las señales correspondientes a los péptidos H-
ARTLRYVAG-NH2 ([M1+H]
+
,m/z=1006) y ciclo-(1,8)-ARTLRYVDG-NH2 ([M2+H]
+
, m/z=1032). B) 
Espectro de MALDI MS/MS del código lineal H-ATLLRHVAG-NH2. 
 
 
Figura V-10. A) Espectro de masa realizado en un equipo MALDI-TOF/TOF de los péptidos 
eluídos de una bolilla tomada de la biblioteca ciclo-(1,8)-AX1X2X3X4X5VDG, con su correspondiente 
código lineal AX1X2X3X4X5VAG. Se observan las señales correspondientes a los péptidos H-
ALRTRRVAG-NH2 ([M1+H]
+
, m/z=999) y ciclo-(1,8)-ALRTRRVDG-NH2 ([M2+H]
+
, m/z=1025). B) 
Espectro de MALDI MS/MS del código lineal H-ATLLRHVAG-NH2. 
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Figura V-11. A) Espectro de masa realizado en un equipo MALDI-TOF/TOF de los péptidos 
eluídos de una bolilla tomada de la biblioteca ciclo-(1,8)-AX1X2X3X4X5VDG, con su correspondiente 
código lineal AX1X2X3X4X5VAG. Se observan las señales correspondientes a los péptidos H-
ATRLTYVAG-NH2 ([M1+H]
+
, m/z=951) y ciclo-(1,8)-ATRLTYVDG-NH2 ([M2+H]
+
, m/z=977). B) 
Espectro de MALDI MS/MS del código lineal H-ATLLRHVAG-NH2. 
 
 
Figura V-12. A) Espectro de masa realizado en un equipo MALDI-TOF/TOF de los péptidos 
eluídos de una bolilla tomada de la biblioteca ciclo-(1,8)-AX1X2X3X4X5VDG, con su correspondiente 
código lineal AX1X2X3X4X5VAG. Se observan las señales correspondientes a los péptidos H-
ARHTLRVAG-NH2 ([M1+H]
+
, m/z=980) y ciclo-(1,8)-ARHTLRVDG-NH2 ([M2+H]
+
, m/z=1006). B) 
Espectro de MALDI MS/MS del código lineal H-ATLLRHVAG-NH2. 
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Figura V-13. A) Espectro de masa realizado en un equipo MALDI-TOF/TOF de los péptidos 
eluídos de una bolilla tomada de la biblioteca ciclo-(1,8)-AX1X2X3X4X5VDG, con su correspondiente 
código lineal AX1X2X3X4X5VAG. Se observan las señales correspondientes a los péptidos H-
AYRYLRVAG-NH2 ([M1+H]
+
, m/z=1068) y ciclo-(1,8)-AYRYLRVDG-NH2 ([M2+H]
+
, m/z=1094). B) 
Espectro de MALDI MS/MS del código lineal H-ATLLRHVAG-NH2. 
 
 
Figura V-14. A) Espectro de masa realizado en un equipo MALDI-TOF/TOF de los péptidos 
eluídos de una bolilla tomada de la biblioteca ciclo-(1,8)-AX1X2X3X4X5VDG, con su correspondiente 
código lineal AX1X2X3X4X5VAG. En el espectro MS se observan las señales correspondientes a los 
péptidos: ciclo-(1,8)-AYHTTRVDG-NH2 ([M2+H]+, m/z=1001) y su código lineal H-AYHTTRVAG-
NH2 ([M1+H]+, m/z=975). También se observa La señal correspondiente al péptido H-
AYHTTRVDG-NH2 ([M1+H]+, m/z=1019) que indica que el ciclado no fue total, B) Espectro de 
MALDI MS/MS del código lineal H-AYHTTRVAG-NH2. 
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Aunque con la estrategia propuesta pudimos secuenciar la mayoría de las 
bolillas, la síntesis tiene un paso muy crítico que es la etapa del acople del 
pequeño porcentaje de Ala que va a definir los equivalentes de código lineal que 
va a haber en cada bolilla de resina. A medida que aumenta el tamaño de la 
biblioteca, se hace más difícil lograr una buena homogeneización y se obtiene 
bolillas con diferente porcentaje de código lo que dificulta la secuenciación en 
aquellas que tiene bajo código. Otra estrategia alternativa al uso de un código 
lineal es la de diseñar un sitio de apertura del anillo para facilitar la secuenciación 
de los péptidos luego del screening. 
 
V.4.2. Biblioteca combinatoria con un sitio de apertura anillo: 
biblioteca de depsipéptidos 
En la presente estrategia se diseñó un sitio de apertura del anillo de manera 
que en el momento de separar el péptido de la resina para su análisis, el anillo se 
abra para facilitar su secuenciación (ver Esquema V-5). 
Se utilizó, como en los demás casos, el ancla HMBA, que forma un éster de 
bencilo con el primer aminoácido acoplado.(Atherton, Logan, & Sheppard, 
1981). Esto facilita la fácil liberación del péptido de la resina con vapor de 
amoníaco para su posterior análsis por MS/MS. Asimismo, se incorporó en el ciclo 
un grupo éster glicoamílico sensible al vapor de amoníaco para que al liberar el 
péptido simuláneamente se abra el anillo. La estrategia para la síntesis de la 
biblioteca de depsipéptidos esta resumida en el Esquema V-2. 
El grupo éster glicolamilico se inocrporó luego de las cinco posiciones 
variables mediante la adición de ácido glicólico (Baleux, Calas, & Mery, 1986) y 
posterior acople de la Fmoc-Ala-OH.  
A diferencia del acople de los aminoácidos, no se utilizó ácido glicólico 
protegido, por lo que se agregaron sólo 2 eq a la mezcla reactiva para evitar la 
incorporación múltiple de ácidos glicólicos, Sin embargo, el riesgo de múltiples 
incorporaciones de ácido glicólico no fue alto debido a que la formación de 
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uniones ésteres requiere condiciones más drásticas que para la formación de 
enlaces amida. 
Posteriormente, para asegurar la formación del éster glicolamidico, la Ala fue 
incorporada mediante el método del anhídrido simétrico, que es más reactivo que 
el aminoácido solo, usando para el mismo 20 eq de Fmoc-Ala-OH, 10 eq de DIC y 
0,1 eq de DMAP (White & Chan, 2000). 
 
 
Figura V-15. Formación del anhídrido simétrico de alanina.  
 
Para la formación del anillo cíclico en fase sólida se agregó Fmoc-Asp(OPp) 
a la secuencia del péptido. El grupo semipermantente OPp se eliminó usando 4% 
TFA en DCM. Luego, se formó un enlace amida entre el extremo amino de la Ala y 
el ácido carboxílico del Asp (Giudicessi et al., 2013).  
Un control riguroso de los pasos de síntesis es necesario para la puesta a 
punto de la biblioteca (Esquema V-4). Además del control de cada reacción de 
acople como en las demás bibliotecas, en este modelo en particular hubo que 
hacer hincapié en: el acople de ácido glicólico, acople de la Ala terminal y el 
ciclado de los péptidos. 
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El acople del ácido glicólico sobre el amino terminal del último aminoácido de 
la biblioteca se monitoreó mediante la reacción de ninhidrina, que pasaría de ser 
positiva a negativa luego del acople total del ácido glicólico 
Luego se acopló Fmoc-Ala-OH sobre el oxhidrilo terminal para formar la 
unión éster. Para corroborar el acople de la Ala no se pudo utilizar ninhidrina ya 
que no hay grupos aminos libres previos a la reacción sino grupos oxhidrilo y por 
ende no hay grupo amino con los que pueda reaccionar la ninhidrina en caso de 
que la Ala no se haya acoplado en su totalidad. Es por eso se cuantificó 
indirectamente a través de la medida espectrofotométrica del Fmoc de alícuotas 
de resina luego de incorporar el último Fmoc-AA-OH de la parte combinatoria 
(antes del acople de ácido glicólico) y luego de acoplar la Fmoc-Ala-OH terminal. 
Para su cuantificación, se liberó el Fmoc de las muestras de resina con 
piperidina/DMF y se midió la absorbancia de la solución en 290 nm. 
 
 Masa de 
resina (mg) 
Abs 290 nm 
(dil 1/10) 
Abs/mg 
Luego del acople del 
último Fmoc-AA-OH de 
la parte combinatoria 
5,8 0,698 0,120 
5 0,681 0,136 
4,5 0,583 0,130 
5 0,645 0,129 
Luego del acople de la 
Fmoc-Ala-OH terminal 
4,3 0,633 0,147 
4,5 0,632 0,140 
4,9 0,689 0,141 
4,9 0,696 0,142 
Tabla V-2: Mediciones espectrofotométricas de Fmoc. 
 
Se calculó la masa de Fmoc en función de los gramos de resina según la 
siguiente ecuación: 
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Ecuación-V-2:              
          
     
⁄  
Resultando 0,222 ± 0,011 mmoles/g de resina luego del acople del último 
Fmoc-AA-OH de la parte combinatoria (antes del acople de glicólico) y 0,246 ± 
0,005 mmoles/g de resina  luego del acople de la Fmoc-Ala-OH terminal.  
 
Al guardar las primeras muestras, para procesarlas con las últimas, todas al 
mismo tiempo, un pequeño porcentaje de Fmoc puede perderse espontáneamente 
como dibenzofulveno y este por reacción de alquilación bloquear las aminas 
primarias libres. Esto generaría un resultado en defecto en las muestras obtenidas 
después del acople del último Fmoc-AA-OH de la parte combinatoria con respecto 
a las obtenidas después del acople de la Alanina terminal. Lo que explicaría la 
pequeña diferencia obtenidas entre muestras. Más allá de esto los resultados nos 
permiten inferir que el acople de Ala fue exitoso. 
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Esquema V-4. Puntos de control de la síntesis de la biblioteca cíclica de depsipéptidos.  
Tomar muestra para 
medir Fmoc antes de 
desproteger 
Tomar muestra para medir 
Fmoc antes de desproteger la 
última posición variable 
MALDI de bolillas aisladas. 
Ver si aparece uno o dos 
picos con delta de 119 
 
Ciclado hasta ninhidrina negativa. 
Controlar bolillas aisladas por 
MALDI  
Controlar reacción 
con ninhidrina 
Controlar bolillas aisladas por MALDI y ver si 
aparece un solo pico por bolilla. Luego 
comenzar el screening 
1. Acople de Ala 
2. Acople de Asp (OPp) 
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Finalmente, se desprotegió tanto el grupo amino terminal como la cadena 
lateral del ácido aspártico para poder ciclar los péptidos. Para evaluar la 
eliminación completa del grupo OPp se tomaron unas bolillas para analizar por 
espectrometría de masa masas y se buscó la presencia o no de dos señales con 
una diferencia de 119 unidades de m/z que correspondería a la presencia del 
péptido desprotegido junto con el péptido protegido con el grupo OPp. 
La ausencia de la señal satélite a +119 unidades de m/z demuestra la 
ausencia del grupo OPp y que la biblioteca está lista para el ciclado del péptido. El 
ciclado del péptido se controló con la reacción de ninhidrina. La ninhidrina negativa 
indicó la ausencia de aminas libres y por de ende el ciclado total de los 
despsipéptidos. Así mismo, se monitoreó la reacción mediante ESI MS o MALDI 
MS. El ciclado incompleto del péptido genera una señal de 71 unidades de m/z ya 
que al no formarse el ciclo se pierde la Ala N-terminal por la ruptura del éster 
glicolamílico, al hidrolizar con NH4OH (Esquema V-5). 
 
 
Esquema V-5. Amonólisis en fase gaseosa de un depsipéptido (A) cíclico y (B) sin 
ciclar. 
 
Unas bolillas fueron aisladas de la biblioteca combinatoria cíclica para 
someterlas a análisis de espectrometría de masa. La separación de los 
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depsipeptidos de cada bolilla de resina y la apertura del anillo fue hecho en 
simultáneo mediante el uso de NH4OH. La resina ChemMatrix, usada como 
soporte sólido es estable bajo condiciones nucleofílicas porque su estructura 
química está compuesta de enlaces éteres (Albericio et al., 2006; Camperi et al., 
2005). A diferencia de otros agentes nucleofílicos como el NaOH, el amonio es 
fácilmente removido por evaporación y por lo tanto no interfiere con el análisis de 
MS.  
La Figura V-16 muestra un espectro de masa (MS) y otro de masa tándem 
(MS/MS) de un péptido eluído de una bolilla de la biblioteca combinatoria cíclica. 
La señal de m/z=1009,6 corresponde al depsipéptido HOCH2CO-Leu-Arg-His-Leu-
Thr-Asp(Ala-NH2)-Ala-Gly-NH2 [M+H]
+ obtenida luego de la apertura del anillo con 
amonio. Mientras que la señal de m/z=938,6, con una diferencia de 71 unidades 
con respecto a la señal anterior, pertenece a la secuencia HOCH2CO-Leu-Arg-His-
Leu-Thr-Asp-Ala-Gly-NH2 ([M+H]-71)
+ obtenida por el ciclado incompleto del anillo 
(Figura V-16 (a), Esquema V-5). La abundancia relativa de la señal ([M+H]-71)+ 
cambia de péptido a péptido debido a las diferencias en el rendimiento de ciclado 
obtenido con cada miembro de la biblioteca. El análisis de MS permite mostrar la 
estructura original del péptido unido a la proteína blanco durante la etapa de 
screenings. En el espectro MS/MS, se observan señales prominentes 
correspondientes a la perdida de amonio (iones serie b-17) que se deben a la 
presencia de Arg. 
La secuencia peptídica puede ser elucidada por el espectro de masa tándem 
(Figura V-16 (b) a Figura V-20 (b)). El conocimiento de los valores teóricos de los 
iones y3 por el fragmento D(A)AG (m/z 331), el ión y8 ([M+H]
+-58)+ y su 
correspondiente ión b6 (m/z=[M+H]
+-y3+1=[M+H]+-330) y el ión b1 (m/z=[M+H]
+-
y8+ 1 = 59) facilitan el inicio de la secuenciación. 
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Figura V-16. Análisis de los péptidos de la alícuota tomada. (a) Espectro de masa realizado en 
un equipo MALDI-TOF/TOF de los péptidos eluídos de una bolilla de la biblioteca de depsipéptidos 
ciclo-(1,8)-Ala-OCH2COX1X2X3X4X5-Asp-Ala-Gly-NH2. La señal de m/z=1009,6 corresponde a 
HOCH2CO-Leu-Arg-His-Leu-Thr-Asp(Ala-NH2)-Ala-Gly-NH2 [M+H]
+ 
obtenida después de la 
apertura del anillo con NH4OH. La señal de m/z=938,6 corresponde a HOCH2CO-Leu-Arg-His-
Leu-Thr-Asp-Ala-Gly-NH2, ([M+H]
+
-71) obtenida debido a una reacción de ciclado incompleta. (b) 
Espectro de MALDI MS/MS de HOCH2CO-Leu-Arg-His-Leu-Thr-Asp(Ala-NH2)-Ala-Gly-NH2 
[M+H]
+
.Los fragmentos b1 y b6 fueron calculados como: ion b6 (m/z = [M+H]
+
-y3 + 1 = [M+H]
+
-330 = 
679); ion b1 (m/z= [M+H]
+
-y8 +1 = 59) 
Figura V-17. Análisis de los péptidos de la alícuota tomada. (a) Espectro de masa realizado en 
un equipo MALDI-TOF/TOF de los péptidos eluídos de una bolilla de la biblioteca de depsipéptidos 
ciclo-(1,8)-Ala-OCH2COX1X2X3X4X5-Asp-Ala-Gly-NH2. La señal de m/z=993,5 correspondea 
HOCH2CO-Thr-His-Pro-Leu-Arg-Asp(Ala-NH2)-Ala-Gly- NH2 [M+H]
+
 obtenida después de la 
apertura del anillo con NH4OH. La señal de m/z=922,5 correspondea HOCH2CO-Thr-His-Pro-Leu-
Arg-Asp-Ala-Gly-NH2, ([M+H]
+
-71) obtenida debido a una reacción de ciclado incompleta. (b) 
Espectro de MALDI MS/MS de HOCH2CO-Thr-His-Pro-Leu-Arg-Asp(Ala-NH2)-Ala-Gly-NH2 
[M+H]
+
. Los fragmentos b1 y b6 fueron calculados como: ion b6 (m/z=[M+H]
+
-y3+1=[M+H]
+
-
330=663); ion b1 (m/z=[M+H]
+
-y8+1=59) 
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Figura V-18. Análisis de los péptidos de la alícuota tomada. (a) Espectro de masa realizado en 
un equipo MALDI-TOF/TOF de los péptidos eluídos de una bolilla de la biblioteca de depsipéptidos 
ciclo-(1,8)-Ala-OCH2COX1X2X3X4X5-Asp-Ala-Gly-NH2. La señal de m/z=1009,5 corresponde a 
HOCH2CO-Thr-His-Leu-Leu-Arg-Asp-Ala-Gly-NH2 [M+H]
+
 obtenida después de la apertura del 
anillo con NH4OH. La señal de m/z=938,6 correspondea HOCH2CO-Thr-His-Leu-Leu-Arg-Asp-
Ala-Gly-NH2, ([M+H]
+
-71) obtenida debido a una reacción de ciclado incompleta. (b) Espectro de 
MALDI MS/MS de HOCH2CO-Thr-His-Leu-Leu-Arg-Asp(Ala-NH2)-Ala-Gly-NH2 [M+H]
+
. Los 
fragmentos b1 y b6 fueron calculados como: ion b6 (m/z=[M+H]
+
-y3+1=[M+H]
+
-330=679); ion b1 
(m/z=[M+H]
+
-y8+1=59) 
 
Figura V-19. Análisis de los péptidos de la alícuota tomada. (a) Espectro de masa realizado en 
un equipo MALDI-TOF/TOF de los péptidos eluídos de una bolilla de la biblioteca de depsipéptidos 
ciclo-(1,8)-Ala-OCH2COX1X2X3X4X5-Asp-Ala-Gly-NH2. La señal de m/z=985,5 m/z correspondea 
HOCH2CO-Thr-Leu-Arg-Leu-Leu-Asp(Ala-NH2)-Ala-Gly-NH2 [M+H]
+
 obtenida después de la 
apertura del anillo con NH4OH. La señal de m/z=914,5 correspondea HOCH2CO-Thr-Leu-Arg-Leu-
Leu-Asp-Ala-Gly-NH2, ([M+H
+]
-71) obtenida debido a una reacción de ciclado incompleta. (b) 
Espectro de MALDI MS/MS de HOCH2CO-Thr-Leu-Arg-Leu-Leu-Asp(Ala-NH2)-Ala-Gly-NH2 
[M+H]
+
. Los fragmentos b1 y b6 fueron calculados como: ion b6 (m/z=[M+H]
+
-y3+1=[M+H]
+
-
330=655); ion b1 (m/z=[M+H]
+
-y8+1=59). 
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Figura V-20. Análisis de los péptidos de la alícuota tomada. (a) Espectro de masa realizado en 
un equipo MALDI-TOF/TOF de los péptidos eluídos de una bolilla de la biblioteca de depsipéptidos 
ciclo-(1,8)-Ala-OCH2COX1X2X3X4X5-Asp-Ala-Gly-NH2. La señal de m/z=1055,6 m/z corresponde a 
HOCH2CO-Leu-Tyr-Pro-His-Arg-Asp(Ala-NH2)-Ala-Gly-NH2 [M+H]
+
obtenida después de la 
apertura del anillo con NH4OH. La señal de m/z=984,5 corresponde a HOCH2CO-Leu-Tyr-Pro-His-
Arg-Asp-Ala-Gly-NH2, ([M+H]
+
-71) obtenida debido a una reacción de ciclado incompleta. (b) 
Espectro de MALDI MS/MS de HOCH2CO-Leu-Tyr-Pro-His-Arg-Asp(Ala-NH2)-Ala-Gly-NH2 
[M+H]
+
. Los fragmentos b1 y b6 fueron calculados como: ion b6(m/z=[M+H]
+
-y3+1=[M+H]
+
-330=725); 
ion b1 (m/z=[M+H]
+
-y8+1=59) 
 
La reacción de ciclado fue el punto que más trabajo costó optimizar. La 
síntesis de péptidos cíclicos, especialmente aquellos conformados por todos L-
aminoácidos tienen baja eficiencia en el paso de ciclado por la baja solubilidad, 
impedimento estérico y/o por desajuste conformacional del péptido lineal. Por lo 
cual, en base a los resultados analíticos es necesario repetir la reacción de ciclado 
varias veces y aumentar el tiempo de la rección. El reemplazo del HOBt por el 
HOAt, permtió disminuir el número de etapas de ciclado y el tiempo de la reacción 
lográndose mayor eficiencia de ciclado. Esto se debe al llamado efecto del grupo 
vecino. El HOAt tiene un anillo pirimidinico, donde el N del anillo estabiliza mejor el 
intermediario con carga negativa debido a la formación de un puente de hidrógeno 
entre el N7 y el AA entrante. En el HOBt este efecto no existe ya que en vez de 
tener un anillo pirimidinico tiene un anillo bencénico. 
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Figura V-21. Estructura del HOAt y del HOBt 
 
Además del uso de HOAt hubo que adecuar las condiciones de la mezcla 
reactiva, tanto las proporciones de cada uno de los reactivos con respecto a la 
resina, y también los solventes a usar. No solo se probaron mezclas con HOAt y 
PyBOP en medio básico (Tegge, Bautsch, & Frank, 2007), sino que también se 
investigó el uso de imidazol, que ya había sido descripto para el ciclado de 
depsipeptidos (Byler et al., 2013). 
La evaluación de los diferentes cócteles se hizo por espectrometría de masa 
y se evaluaron las intensidades de los picos correspondientes al péptido ciclado 
linealizado y al péptido sin ciclar (con pérdida del AA N-terminal) (Figura V-22). En 
este caso el m/z=1009,6 corresponde al péptido ciclado linealizado y el m/z=938,6 
corresponde al péptido sin ciclar (el cual perdió la Ala terminal). La mejor mezcla 
reactiva fue la correspondiente al espectro (b), donde se usó 4 eq HOAt, 4 eq 
PyBOP y 8 eq de DIEA. Por lo tanto, esa fue la condición de elección para las 
futuras reaccipones de ciclado de los péptidos y de las bibliotecas combinatorias 
cíclicas. 
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Figura V-22. Puesta a punto de las condiciones de ciclado. Espectros MS del mismo péptido 
ciclado con diferentes cócteles. a) 4 eq HOAt, 4 eq PyBOP, 3 eq DIEA; b) 4 eq HOAt, 4 eq PyBOP, 
8 eq de DiEA; c) 4 eq PyBOP, 3 eq de DIEA, 1,5 M Imidazol 
 
En cuanto a los solventes se probaron diferentes mezclas para optimizar el 
ciclado: 
 TFE (trifluoroetanol):DCM 
 HFIP(hexafluoro-2-propanol):DCM 
 DMF:DCM 
 DMF:MeCN 
 
Las dos últimas son de uso común, especialmente la mezcla DMF:DCM. Las 
primeras dos fueron sugeridas por el Dr. Albericio. Los alcoholes fluorados como 
el TFE y el HFIP son solventes bien conocidos por aumentar la solubilidad de los 
péptidos por desnaturalización de su estructura a través de su alta capacidad de 
formar puentes de hidrógeno (Andersen et al., 1999; Berkessel et al., 2006). En 
el caso de los péptidos cíclicos, la formación de un puente de hidrógeno fuerte 
entre el alcohol y el oxígeno del enlace peptídico puede favorecer la configuración 
cis debido a una mayor estabilidad gracias a la presencia del alcohol. La formación 
del enlace cis favorecería la reacción de ciclado. 
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Se probaron todas estas mezclas en proporción 1:1, siendo DMF:DCM con la 
que se obtuvo mejor resultado. Dicha mezcla se probó en distintas proporciones 
(1:1, 1:3 y 3:1) siendo esta ultima con la que se obtuvo una mejor disolución y por 
ende con la que se logró un mejor ciclado del péptido. 
El éster glicolamidico y el éster de bencilo son estables a las condiciones 
básicas de la piperidina, el reactivo que se usa para clivar el grupo Fmoc, por lo 
que ambos son aplicables para la síntesis del péptido mediante la elongación 
estándar usando la química del Fmoc (Atherton et al., 1981; Yue, Thierry, & 
Potier, 1993). La inercia de ambos ésteres a TFA permite un esquema de 
desprotección ortogonal donde no se ven comprometidos la apertura del anillo o la 
liberación del péptido de la resina. La remoción de los grupos protectores es 
requerida porque el posterior screening debe ser llevado a cabo con la biblioteca 
totalmente desprotegida, de modo que la proteína blanco pueda interactuar 
solamente con la estructura peptídica y no con los grupos protectores, dando así 
falsos positivos. 
Después del screening de la biblioteca y de la secuenciación por MS, los 
ligandos peptídicos seleccionados son resintetizados en grandes cantidades para 
estudiar sus performance en diferentes cromatografías con la proteína de interés 
pura y con los contaminantes. Para asegurar la estabilidad del ligando cíclico en 
las diferentes condiciones cromatográficas, la unión glicolamídica puede ser 
reemplazada por una unión amida, por lo que se reemplaza el ácido glicólico por 
una glicina al ser resintetizado el ligando para su uso en cromatografía de afinidad. 
Aunque es altamente probable que ésta pequeña diferencia no altere la 
interacción entre el ligando peptídico y la rhFSH, es recomendable sintetizar una 
pequeña cantidad de la correspondiente peptidil-resina y evaluar su performance 
con la proteína marcada en el proceso de screening. 
La Ala al N-terminal fue incluída para facilitar la formación del anillo. Así 
también Ala-Gly fue anexado como brazo espaciador al C-terminal para facilitar la 
interacción de la proteína blanco con la secuencia peptídica en los posteriores 
screenings y además, para incrementar el peso molecular de los péptidos en 
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orden de evitar que la señal [M+H]+ de los ligandos caigan en la zona de cluster de 
matriz (por debajo de 800 unidades m/z) en el análisis por MALDI MS, lo que 
podría enmascarar el resultado. 
 
V.4.1. Bibliotecas de baja densidad de ligando 
Para evitar la selección de ligandos de baja afinidad, se diseñaron bibliotecas 
con baja densidad de ligando Usualmente los screenings tienen una alta tasa 
selección de ligandos de mediana afinidad aunque se usen condiciones 
astringentes. Una explicación de este fenómeno es la alta densidad de ligando en 
las resinas (alrededor de 100 mM en la mayoría de los casos) lo que permite que 
la proteína blanco interaccione simultáneamente con múltiples ligandos en la 
superficie de la resina, resultando en una alta avidez dada por ligandos débiles no 
específicos (Chen et al., 2009). Para sortear este obstáculo hay que evitar una 
alta densidad de ligando disponible para interaccionar con la proteína blanco. Una 
técnica propuesta (Chen et al., 2009; Liu, Marik & Lam, 2002) es la de crear 
bibliotecas topológicamente segregadas, dónde la superficie tenga baja densidad 
de ligando y el interior alta densidad densidad para poder identificarlo por 
secuenciación por espectrometría de masas. Esta segregación se lleva a cabo 
empleando un entorno bifásico de solventes. De esta manera la superficie de las 
bolillas se ve expuesta al solvente orgánico y el interior se encuentra inmerso en 
agua. Como los reactivos derivatizantes sólo se encontrarán en la fase orgánica la 
síntesis diverge desde el principio. 
La síntesis se realizó como se describió en el apartado Métodos, usando los 
aminoácidos Fmoc-Gly-OSu y Boc-Phe-OSu (Figura V-23), pero lamentablemente 
la puesta a punto no fue satisfactoria. La síntesis presentó mucha heterogeneidad 
entre bolillas, por lo cual en algunas quedaba una capa externa con bajo loading 
muy extensa, lo que hacía que no hubiese suficiente péptido para la elucidación 
estructural por espectrometría de masa, y en otras esta capa externa era 
insignificante por lo que no se cumplía con el objetivo de evitar interaccione 
iónicas no específicas de alta avidez causantes de falsos positivos. 
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Figura V-23. Aminoácidos especiales usados para la biblioteca segregada. A la 
izquierda Fmoc-Gly-OSu y a la derecha Boc-Phe-OSu. 
 
Otra estrategia que propusimos fue en lugar de segregar las bolillas de 
resina, directamente, hacer una biblioteca homogénea con baja densidad de 
ligando (bajo loading) bloqueando parte de los grupos reactivos de la resina 
mediante acetilación. Esta técnica nos permitió tener una menor densidad de 
ligando pero en toda la bolilla, por lo que no se pudo reducir mucho la densidad ya 
que sino no había suficiente masa de péptido como para secuenciar, por lo que 
esta técnica tampoco cumplió con el propósito de evitar los falsos positivos en los 
screenings. 
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V.5. Conclusiones 
En el presente capítulo se detallaron dos estrategias novedosas para la 
síntesis de bibliotecas combinatorias cíclicas. Estas bibliotecas serán utilzadas 
para encontrar, por medio de screenings, péptidos con mayor estabilidad, pero por 
sobre todo con mejor afinidad y selectividad para usar como ligandos en 
cromatografías de afinidad. Nuestro grupo de trabajo nunca había incursionado en 
su armado, lo que nos llevó a hacer una buena y vasta búsqueda bibliográfica 
para finalmente terminar diseñando nuestros propios métodos que rindieron un par 
de publicaciones (Giudicessi et al., 2013; Gurevich-Messina et al., 2015). El 
ciclado de los péptidos, fue todo un reto y hemos podido, tras una detallada puesta 
a punto de todas las condiciones experimentales, obtener muy buenas eficiencias 
de ciclado en los péptidos seleccionados de nuestras bibliotecas. En ambas 
metodologías de trabajo pudimos secuenciar los péptidos cíclicos obtenidos a 
partir del aislamiento de las bolillas. Ambas metodologías son aplicables en 
laboratorios de uso general, sin la necesidad de un laboratorio especializado en 
síntesis orgánica y sin el uso de reactivos altamente peligrosos como lo son el 
paladio y el CNBr.  
En cuanto a la biblioteca segregada, habría que optimizar las condiciones, 
especialmente probar con diferentes mezclas de solventes y en diferentes 
proporciones para el acople de Boc-Phe-OSu y Fmoc-Gly-OSu. Pero ya se cuenta 
con los materiales y con una experiencia previa para poder agilizar su síntesis. 
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VI.1. Conclusiones generales 
En el presente trabajo de Tesis se logró con éxito la síntesis de diversas 
bibliotecas linelaes combinatorias peptídicas. Así mismo, se obtuvo un ligando de 
afinidad y se pudo caracterizar el proceso cromatográfico obteniendo: la capacidad 
dinámica, la pureza (dada por la AE), el factor de purificación y el rendimiento.  
En cuanto a la estabilidad de la matriz cromatográfica con el ligando 
peptídico inmovilizado, observamos que la misma fue afectada a lo largo del 
tiempo y a medida que íbamos realizando nuevas cromatografías, especialmente 
al trabajar con muestras crudas. De hecho, fue necesario resintetizar la matriz 
luego de sucesivos usos, para volver a la performance inicial. Teniendo en cuenta 
que las muestras crudas presentan proteasas, generalmente estereoselectivas, 
que pueden digerir el péptido, se intentó aumentar la estabilidad del péptido 
sustituyendo algunos L-AAs por D-AAs. Tratamos de modificar la menor cantidad 
de AAs necesarios para un aumento sustancial de la estabilidad. Logramos el 
objetivo al reemplazar las L-Lys del péptido por D-Lys, el cual era un aminoácido 
crítico porque suele estar en el sitio de corte de varias proteasas conocidas. 
El producto purificado fue evaluado físico-químicamente y comparado con el 
producto originario para ver el grado de similitud entre ambos. Todos los estudios 
dieron entre los parámetros establecidos por Farmacopea Europea: subunidades 
libres, porcentaje de oxidación, perfil de isoformas y el contenido de ácidos siálico, 
determinado por el número Z. Sin embargo, el perfil de isoformas presenta una 
disminución en las isoformas más básicas en comparación con el producto 
orginario. 
Con el objetivo de buscar una mejora tanto en la estabilidad del ligando como 
en su afinidad por todas las isoformas (y así tener un mejor rendimiento y un perfil 
de isoformas más parecido al producto originario) es que se realizó la puesta a 
punto de bibliotecas combinatorias peptídicas cíclicas. Se logró exitosamente la 
puesta a punto de dos tipos de bibliotecas cíclicas: una donde en una misma 
bolilla se encontraban 2 tipos de péptidos, uno cíclico y su contraparte lineal con la 
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misma secuencia de AAs variables; y una biblioeca de depsipéptidos donde los 
péptidos cíclicos eran lnealizados con vapor de amoníaco para su posterior 
elucidación estructural po MALDI MS/MS. 
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VII.1. Resumen 
Debido a su mayor robustez entre lotes, a una mayor bioseguridad y a su mejor 
eficacia, la hormona folículo estimulante recombinante humana (rhFSH) es hoy el principal 
medicamento para los tratamientos de infertilidad, ganándole cada vez más terreno a la 
hormona folículo estimulante urinaria (uhFSH). Como su administración es parenteral su 
pureza debe superar el 99 % y es por lo tanto la purificación el paso crítico en su proceso 
de producción, representando entre el 50-80% del costo total de su producción. 
En los procesos actuales de purificación se utilizan protocolos basados en varios pasos 
cromatográficos para alcanzar la pureza deseada. Éstos adolecen del problema que en 
cada etapa hay una pérdida de producto asociada, con la consecuente disminución de 
rendimiento y aumento del costo. 
La cromatografía de afinidad (AC) es ideal para purificar biofármacos. Su elevada 
selectividad minimiza la contaminación y rinde muestras con alta pureza en un solo paso. 
Para obtener una purificación exitosa por AC es necesario contar con ligandos adecuados 
en cuanto a selectividad y afinidad. Si bien los anticuerpos monoclonales (mAbs) son 
ligandos de alta afinidad y especificidad y actualmente utilizados para purificar rhFSH, su 
elevado costo dificulta el escalado a nivel industrial.  
Por otro lado, los péptidos cortos son ideales como ligandos para separaciones 
industriales por AC ya que pueden ser sintetizados a un costo muy inferior a los mAbs en 
forma aséptica bajo normas GMP y son mucho más estables porque no requieren de una 
estructura terciaria específica para mantener su actividad biológica. Las interacciones 
entre los péptidos y las proteínas son generalmente moderadas, lo que resulta en 
condiciones suaves de elución. Los péptidos pueden modificarse químicamente en forma 
sencilla para mejorar su estabilidad frente a proteasas comúnmente presentes en los 
caldos de cultivo de manera de obtener ligandos adecuados en cuanto a estabilidad, 
afinidad y selectividad.  
El desarrollo de bibliotecas combinatorias peptídicas permite ensayar millones de 
péptidos en forma empírica, lo que facilita enormemente el descubrimiento de ligandos 
adecuados para cualquier proteína de interés. 
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Con el objetivo de abaratar los costos de los procesos de purificación actuales, en el 
presente trabajo de tesis se diseñaron péptidos cortos con afinidad por la rhFSH para ser 
utilizados como ligandos de afinidad de AC.  
Para ello se sintetizaron bibliotecas combinatorias peptídicas por síntesis en 
fase sólida, desarrollada por Merrifield, y utilizando el método dividir-acoplar-
recombinar (DAR). Éste consiste en: a) dividir el soporte sólido en porciones iguales 
equivalentes al número de aminoácidos que se utilizarán en la construcción de la 
biblioteca, b) acoplar en cada porción un aminoácido diferente; c) combinar las porciones 
y luego volver a dividir la resina para el siguiente acople. Esto asegura que todos los 
péptidos de la biblioteca estén presentes en igual proporción y que cada bolilla de resina 
tenga una única entidad peptídica. Esta disposición facilita el screening en fase sólida. 
Este último consistió en colocar alícuotas de la biblioteca combinatoria peptídica en 
contacto con la rhFSH marcada con un colorante fluorescente o alguna marca que 
permita visualizar aquellas bolillas donde se haya adsorbido la rhFSH. Se aislaron las 
bolillas positivas, se separó el péptido de cada bolilla de resina y se secuenció por 
espectrometría de masas en tándem. Además de aquellos ligandos provenientes de los 
screenings también se probaron ligandos de afinidad para la FSH descriptos en 
bibliografía. 
Se trabajó con varias bibliotecas lineales, pero para mejorar la afinidad y 
selectividad de los ligandos obtenidos se decidió poner a punto la síntesis de 
bibliotecas cíclicas combinatorias. Los péptidos cíclicos por su mayor rigidez 
estructural en comparación con sus contrapartes lineales presentan mayor 
afinidad, selectividad y estabilidad frente a la degradación enzimática. El screening 
de las bibliotecas cíclicas es similar al de las lineales pero los péptidos cíclicos no 
se pueden secuenciar por Edman y su secuenciación por espectrometría de 
masas es muy engorrosa. Por lo tanto se plantearon dos estrategias de síntesis 
para facilitar la posterior secuenciación de los péptidos seleccionados durante el 
screening: a) la síntesis de bibliotecas de cada péptido cíclico junto con su 
contraparte lineal que es utilizada como código para su identificación; b) la síntesis 
de bibliotecas cíclicas con un sitio de apertura que permite abrir el anillo previo a 
su identificación por espectrometría de masas. 
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Se sintetizaron matrices de afinidad con los ligandos peptídicos seleccionados. 
Se testearon las matrices sintetizadas con la rhFSH y con contaminantes del 
medio de cultivo de células CHO, provista por Zelltek S. A., empresa 
biotecnológica productora de un biosimilar de rhFSH. Aquella matriz con mejor 
resultado se usó para desarrollar un proceso de purificación de rhFSH. Se 
evaluaron las fracciones de lavado y eluído donde se recuperó la rhFSH y se 
determinó la capacidad dinámica de adsorción de rhFSH de la matriz 
cromatográfica desarrollada. 
Se hicieron ensayos para comprobar la biosimilaridad de la rhFSH purificada 
por el método desarrollado y se lo comparó con el producto purificado por Zelltek y 
con el producto de referencia (Gonal-F). Se evaluó el porcentaje de isoformas, el 
porcentaje de subunidades libres, la oxidación de la rhFSH y el contenido de ácido 
siálico. Los resultados fueron comparados con los valores de la Farmacopea 
Europea.  
Los resultados obtenidos fueron comparables a los obtenidos por el método 
actualmente utilizado por Zelltek, pero de menor costo, lo que hace auspiciosa la 
transferencia de la tecnología para abaratar costos en la purificación de la rhFSH.  
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VIII.2. Abreviaturas 
AAs   Aminoácidos 
AC    Cromatografía de afinidad 
Ac2O    Anhídrido acético 
AcOH    Ácido acético 
ADN    Ácido desoxirribonucleico 
AE                  Actividad específica 
ART                Técnicas de reproducción asistida   
AS    Ácido sinapínico  
BHK   Línea celular de riñón de hamster bebé (Baby Hamster 
Kidney) 
Boc    Tert-butiloxicarbonilo 
CF    Factor de corrección 
CHCA    Ácido α-ciano-4-dihidroxicinámico 
CHO   Línea celular de Ovario de hamster Chino (Chinese 
Hamster Ovary) 
CI  Ionización química 
CID    Celda de disociación inducida por colisión 
CM    ChemMatrix® 
COH   Hiperestimulación ovárica controlada 
DAB   3,3’-diaminobencidina 
DAR o DCR  Dividir-acoplar-recombinar 
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DBU   1,8-diazabiciclo[5,4,0]undec-7-ene 
DCC    Diciclohexilcarbodiimida 
DHB    Ácido gentísico o 2,5-dihidroxibenzoico 
DIC   N,N’-diisopropilcarbodiimida 
DIEA    Diisopropiletilamina 
DMAP    4-Dimetilaminopiridina 
DMF    Dimetilformamida 
DMSO    Dimetilsulfóxido 
DOL    Grado de incorporación del colorante 
DTT   Ditiotreitol 
EA    Etanolamina 
EI    Ionización por impacto electrónico 
ESI    Ionización por electrospray 
EtOH    Etanol 
FAB   Bombardeo con átomos rápidos 
FD    Desorción de campo 
FI    Ionización de campo  
Fmoc    9-fluorenilmetoxicarbonilo 
Fmoc-AA-OH   Aminoácido con el grupo amino protegido con Fmoc 
FSH   Hormona folículo estimulante 
FSHR   Receptor de la hormona folículo estimulante 
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GMP    Buenas prácticas de manufactura 
GnRH   Hormona liberadora de gonadotrofinas 
GST    Glutatión-S-transferasa 
HATU   N,N,N',N'-tetrametiluronio 
HCPs   Proteínas celulares del huésped  
HGP   Hormonas glicoprotéicas pituitarias 
HF    Ácido fluorhídrico 
HFIP   Hexafluoro-2-propanol 
HIC    Cromatografía de interacción hidrofóbica 
HMBA    4-hidroximetilbenzoico 
HOAt   1-hidroxi-7-azabenzotriazol 
HOBt    1-hidroxibenzotriazol 
HPLC    Cromatografía líquida de alta resolución 
ICSI   Inyección espermática intracitoplasmática 
IDA   Iminodiácido 
IEC    Cromatografía de intercambio iónico 
IEF   Isoelectroenfoque 
IMAC   Cromatografía de afinidad con iones metálicos 
inmovilizados 
IT    Trampa iónica 
IUI   Inseminación intrauterina 
IVF   Fertilización in vitro 
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KCN    Cianuro de potasio 
Kd    Constante de disociación 
LH   Hormona luteinizante 
m/z    Relación masa carga 
mAb    Anticuerpo monoclonal 
MALDI Ionización por desorción provocada por láser y asistida 
por matriz 
MeCN    Acetonitrilo 
MeOH    Metanol 
MS/MS   Espectrometría de masas en tándem 
MS    Espectrometría de masas 
NHS    N-hidroxisuccinimida 
NMP   N-metil-pirrolidona 
NTA    Nitrilotriacético 
OBOC    One bead one compound 
OPp   2-fenilisopropil 
PBS    Buffer de fosfatos salinos 
PD   Desorción por plasma 
PEG    Polietilenglicol 
pI    Punto isoeléctrico 
PI   Fotoionización 
PITC    Fenilisotiocianato 
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PM    Peso molecular 
PTH    Feniltiohidantoína 
PyAOP  hexafluorofosfato de (7-Azabenzotriazol-1-
yloxy)tripirrolidinofosfonio 
PyBOP   benzotriazol-1-yloxytripirrolidinofosfonio 
Q    Analizador cuadrupolo 
rhFSH   Hormona folículo estimulante recombinante humana 
SA    Estreptavidina 
SAB    Seroalbúmina bovina 
SA-POD  Estreptavidina-peroxidasa 
SEC    Cromatografía de exclusión molecular 
SFB    Suero fetal bovino 
SIMS   Espectrometría de masa de iones secundarios 
TBTU   Tetrafluoroborato de O-(benzotriazol-1-il)-
tetrametiluronio 
tBu  Terbutilo 
TCA    Ácido tricloroacético 
TFA    Ácido trifluoroacético 
TFMSA   Ácido trifluorometanosulfónico 
TIS    Triisopropilsilano 
TOF    Analizador de tiempo de vuelo (time of flight) 
Trt   Trifenilmetil 
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TSH   Hormona estimulante de tiroides 
Tx   Texas Red 
uFSH   Hormona folículo estimulante urinaria 
UI   Unidades internacionales 
UV    Ultravioleta 
Y%    Rendimiento global 
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